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RESUMO

Plinia peruviana (Poir.) Govaerts conhecida popularmente como
jabuticabeira € uma espécie nativa do Brasil e pertencente a familia Myrtaceae. Um
obstaculo encontrado para a produgdo comercial de mudas €& a sua
propagacéao, sendo considerada de dificil cultivo quando propagada por sementes
(devido a assincronia no desenvolvimento de mudas, longo periodo juvenil e
sementes com caracteristicas de recalcitrdncia) ou através da propagacao
vegetativa convencional (taxas de enraizamento obtidas sdo moderadas a baixas,
além da auséncia de estudos focando no desenvolvimento a longo prazo das
mudas a campo). Ha uma perspectiva de crescimento na comercializagao e
utilizagdo pelas industrias, com isso estudos relacionados a propagacao e
conservagao da espécie tornam-se necessarios. Assim, a presente tese esta
estruturada em trés capitulos. O capitulo | apresenta uma revisao de literatura,
atualizando o estado da arte do uso de ferramentas biotecnologicas em Plinia spp.,
enfatizando a necessidade do uso de abordagens moleculares para resolver as
incertezas taxondmicas entre as espécies e o0 estabelecimento de protocolos de
propagacao in vitro para superar as dificuldades relacionadas ao seu cultivo. O
capitulo Il visa a germinacdo de sementes e a calogénese in vitro, além da
caracterizagdo morfoanatdbmica dos calos. Para germinacao in vitro testou-se
métodos de desinfestacao das sementes (com alcool 70%, NaOCI e agua ultrapura
autoclavada), e para calogénese explantes (segmentos nodais e discos foliares) e
combinagdes de ANA (acido naftalenoacético) e BAP (6-benzilaminopurina). Houve
sucesso no estabelecimento de plantulas de jabuticabeira a partir da germinagao in
vitro, indicando-se o alcool 70% por 2 minutos e 0 enxague triplo em agua ultrapura
autoclavada para desinfestacdo das sementes, promovendo o melhor IVG e com
germinacao de 98%. A calogénese e rizogénese em segmentos nodais ocorreu
tanto na auséncia como presenga de PGRs (ANA e BAP), e em discos foliares
somente com a adicdo de PGRs no meio de cultivo, em concentragdes iguais ou
superiores a 5,40 uM de ANA + 0,44 uM de BAP. Os calos obtidos apresentaram
caracteristicas n&o embriogénicas, com células parenquimaticas grandes,
desorganizadas e vacuolizadas. O capitulo Ill objetiva a indugdo da embriogénese
somatica (ES) a partir de explantes obtidos de sementes maduras, testando-se



concentragodes (10, 20 e 30 uM) de 2,4-D e tempos de exposicao (1, 3, 5 e 7 dias),
além da caracterizacdo morfoanatdbmica e ultraestrutural de embrides somaticos
elou calos. A formacao de embrides somaticos ocorreu de maneira direta nos
explantes (sem necessidade de formacdo de calos), assincrona e com
desenvolvimento de alguns embrides andémalos, além da ocorréncia de
embriogénese somatica repetitiva. A ES foi dependente da adigdo de 2,4-D em
meio de cultura, com destaque para a concentragao de 20 uM de 2,4-D por 5 dias
de exposigcéo, que promoveu o percentual de formacado de 26,66%. Com as
analises anatbmicas e ultraestruturais os embrides foram caracterizados em
diferentes estadios de desenvolvimento e foi possivel identificar algumas
anormalidades (embrides fusionados, auséncia ou formagao de apenas um ou
multiplos cotilédones, auséncia ou pouco desenvolvimento de células procambiais,
cotilédones anormais e ndo formacdo de meristema apical). A calogénese foi
dependente da adigao de 2,4-D em meio de cultivo, e a concentragédo de 20 uM de
2,4-D por 1 dia de exposicao foi a mais promissora. Os calos apresentaram
morfologia e coloragédo diversa com presenga de células ndo embriogénicas. As
analises desenvolvidas no presente estudo podem contribuir para que novos

protocolos de propagagao in vitro sejam aprimorados em P. peruviana.

Palavras-chave: Jabuticabeira. Biotecnologia. Propagacao in vitro. Caracterizagao

anatdbmica e ultraestrutural.



ABSTRACT

Plinia peruviana (Poir.) Govaerts popularly known as jabuticabeira is a
species native to Brazil and belonging to the Myrtaceae family. An obstacle found
for the commercial production of seedlings is their propagation, being considered
difficult to cultivate when propagated by seeds (due to asynchrony in the
development of seedlings, long juvenile period and seeds with recalcitrance
characteristics) or through conventional vegetative propagation (rates rooting rates
obtained are moderate to low, in addition to the absence of studies focusing on the
long-term development of seedlings in the field). There is a prospect of growth in
commercialization and use by industries, with that studies related to the propagation
and conservation of the species become necessary. Thus, this thesis is structured
in three chapters. Chapter | presents a literature review, updating the state of the
art in the use of biotechnological tools in Plinia spp., emphasizing the need to use
molecular approaches to resolve taxonomic uncertainties between species and the
establishment of in vitro propagation protocols to overcome the difficulties related to
its cultivation. Chapter Il focuses on seed germination and in vitro callogenesis, in
addition to the morphoanatomical characterization of calluses. For in vitro
germination, seed disinfestation methods were tested (with 70% alcohol, NaOCl and
autoclaved ultrapure water), and for callogenesis explant sources (nodal segments
and leaf discs) and combinations of NAA (naphthaleneacetic acid) and BAP (6 -
benzylaminopurine). There was success in the establishment of jabuticabeira
seedlings from in vitro germination, indicating 70% alcohol for 2 minutes and triple
rinsing in autoclaved ultrapure water for seed disinfestation, promoting the best GSI
and with 98% germination. Callogenesis and rhizogenesis in nodal segments
occurred both in the absence and presence of PGRs (NAA and BAP), and in leaf
discs only with the addition of PGRs in the culture medium, in concentrations equal
to or greater than 5.40 uM of NAA + 0 .44 uM BAP. The calli obtained showed non-
embryogenic characteristics, with large, disorganized and vacuolated parenchyma
cells. Chapter Il aims at the induction of somatic embryogenesis (ES) from explants
obtained from mature seeds, testing concentrations (10, 20 and 30 uM) of 2,4-D and
exposure times (1, 3, 5 and 7 days), in addition to the morphoanatomical and

ultrastructural characterization of somatic embryos and/or calluses. The formation



of somatic embryos occurred directly in the explants (without the need for callus
formation), asynchronously and with the development of some anomalous embryos,
in addition to the occurrence of repetitive somatic embryogenesis. SE was
dependent on the addition of 2,4-D in the culture medium, with emphasis on the
concentration of 20 pM of 2,4-D for 5 days of exposure, which promoted the
percentage of formation of 26.66%. With the anatomical and ultrastructural
analyses, the embryos were characterized at different stages of development and it
was possible to identify some abnormalities (fused embryos, absence or formation
of only one or multiple cotyledons, absence or little development of procambial cells,
abnormal cotyledons and no meristem formation apical). Callogenesis was
dependent on the addition of 2,4-D in the culture medium, and the concentration of
20 uM of 2,4-D for 1 day of exposure was the most promising. The calli showed
different morphology and coloration with the presence of non-embryogenic cells.
The analyzes developed in the present study can contribute to the improvement of

new in vitro propagation protocols in P. peruviana.

Keywords: Jabuticabeira. Biotechnology. In vitro propagation. Anatomical and

ultrastructural characterization.
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1 INTRODUGAO GERAL

A familia Myrtaceae compreende aproximadamente 156 géneros e 7000
espécies (GOVAERTS et al., 2019), distribuidas principalmente nas regides
tropicais e subtropicais. Segundo Manica (2002) dentre os géneros da familia que
englobam espécies frutiferas, apenas quatro tém importancia econémica (Acca,
Psidium, Eugenia e Plinia). A espécie A. sellowiana (Berg.) Burret. (feijoa),
P. guajava L. (goiabeira), e para o género Eugenia muitas espécies sao
fornecedoras de frutos comestiveis, a exemplo a E. involucrata DC. (cerejeira-do-
mato), E. pyriformis Cambess (uvaia) e E. uniflora L. (pitangueira). As espécies do
género Plinia compreendem as jabuticabeiras (LORENZI, 2011).

Plinia peruviana (Poir.) Govaerts conhecida popularmente como
jabuticabeira ou jabuticaba-de-cabinho, é nativa do Brasil e de distribuicao restrita
as regides Sul e Sudeste do pais (ALMEIDA-TEIXEIRA et al., 2011). Os frutos
apresentam elevado valor nutritivo e a casca contém alto teor de antocianinas e
polifendis, compostos que apresentam efeitos fisiologicos benéficos a saude
humana (INADA et al., 2015; RUFINO et al.,, 2011), e responsaveis pelas
propriedades antioxidantes, antiproliferativas, antihiperglicémicas e
antimicrobianas (FIDELIS et al., 2021; ALBUQUERQUE et al., 2020; FIDELIS et al.,
2020). Os frutos sao apreciados principalmente para consumo in natura no periodo
de safra, e para estender esse consumo, produtos vém sendo desenvolvidos e
avaliados (doces, geleias, licores, conhaque, jeropiga (vinho artificial), vinagre,
suco e xarope), a fim de se manter os beneficios da jabuticaba durante todo o ano
(TEIXEIRA et al., 2008).

A espécie apresenta uma caracteristica curiosa e peculiar: o
desenvolvimento de flores e frutos agrupados no tronco e ramos da arvore
(caulifloria) (SANTOS et al., 2021), podendo ser utilizada como planta ornamental
devido ao seu aspecto atraente, durante a floragao e frutificagcdo (DANNER et al.,
2006). A producédo comercial da jabuticabeira € escassa e dependente do
desenvolvimento de atividades e tecnologias, que incluam a caracterizagdo de
germoplasma, selegdo de gendtipos superiores da espécie (domesticagédo) e o
desenvolvimento de métodos eficientes de propagacgao (CITADIN et al., 2010), a

fim de propiciar as condigdes para o desenvolvimento de trabalhos futuros voltados
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ao melhoramento genético e subsidiar estratégias de conservagédo de germoplasma
(WAGNER JUNIOR et al., 2022).

Para isso, os mesmo autores acreditam ser necessario a selegcao de
variedades adaptadas as diferentes condigdes edafoclimaticas das regides
brasileiras; que produzam grande numero de frutos, com maior durabilidade e
qualidade, com padronizagdo do tamanho e sabor; bem como plantas com baixo
porte, para permitir maior adensamento de plantio, facilitando o manejo e a colheita;
e selecionar plantas com baixo periodo de juvenilidade, para acelerar a entrada em
producao e, consequentemente, o retorno econémico ao fruticultor.

A principal forma de propagacao das jabuticabeiras é a partir das sementes,
porém as mudas obtidas ndo se desenvolvem de forma sincrdnica, além de um
longo periodo juvenil que pode se estender por até 14 anos (HARTMANN et al.,
2011). Cada fruto possui de uma a quatro sementes, que apresentam
caracteristicas de recalcitrancia, sendo fator limitante para expansdo de pomares
comerciais por meio da propagacdo sexuada. Além disso, as jabuticabeiras
apresentam poliembrionia, sendo possivel obter mais de uma plantula a partir de
uma unica semente (HOSSEL et al., 2013).

Mesmo com avangos nos métodos convencionais de propagagao vegetativa
das jabuticabeiras alguns problemas ainda sdo enfrentados. As taxas de
enraizamento obtidas sdo consideradas moderadas a baixas, além da auséncia de
estudos focando no desenvolvimento a longo prazo das mudas a campo, sendo
fator limitante para propagacgao da espécie pelos métodos de estaquia, alporquia,
enxertia e mergulhia (SANTOS et al., 2022; BAPTISTA et al., 2020; SILVA et al.,
2019; CASSOL et al., 2017; CASSOL et al., 2015; FRANCO et al., 2010; SARTOR
et al.,, 2010; DANNER et al., 2006). Estudos de micropropagacdo ainda sao
escassos para a espécie, no entanto, face ao exposto tornam-se necessarios com
o intuito de estabelecer protocolos para producdo de mudas.

A micropropagacgao € considerada a aplicagao de maior impacto da cultura
de tecidos, em vista permitir condicbes para se obterem plantas de dificil
propagacéo e de ciclos de vida longa, em ambiente estéril e controlado, e em menor
espaco de tempo. A aplicagcao da técnica € dependente da inducdo e controle da

morfogénese in vitro, podendo ser conduzida em duas rotas: a organogénese e a
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embriogénese somatica, diretamente a partir dos explantes ou indiretamente dos
calos (HARTMANN et al., 2011).

Para embriogénese somatica ha apenas um estudo publicado para a espécie
em estudo, na qual a inducdo da ES foi realizada a partir de sementes maduras
divididas ao meio (contendo um cotilédone e um embrido resultante da
fecundagdo), com maior percentual de formagdo em meio MS com 1000 mg L' de
glutamina e 10 uM de 2,4-D por 60 dias de exposi¢cdo. Quando transferidos para
meio de maturagéo a suplementagéo com 60 g L' de PEG 6000 foi benéfica para
promover um avango nos estadios de desenvolvimento (SILVEIRA et al., 2020).
Para outras espécies de jabuticabeira, como Plinia cauliflora (Mart.) Kausel o maior
percentual de embrides somaticos a partir de explantes obtidos de sementes
maduras foi com o uso de 15 yM de 2,4-D por 60 dias de exposi¢cédo (OLIVEIRA et
al., 2022). Em ambos os estudos ocorreram anormalidades morfologicas
(cotilédones fundidos ou formacédo de multiplos cotilédones) e anatbmicas (zonas
de cicatrizagdo com acumulo de compostos fendlicos e morte celular),
possivelmente decorrente do periodo prolongado de exposigdo ao 2,4-D. Além
disso, ndo houve conversao dos embrides somaticos em plantas completas.

Adicionalmente, observa-se uma perspectiva de crescimento na
comercializagao e utilizagado pelas industrias dos frutos da jabuticabeira, e para isso
o desenvolvimento da pesquisa basica e tecnoldgica € o passo inicial para
possibilitar domesticagcdo e consequentemente ampliar o cultivo comercial, que
ainda € incipiente e limitado a determinadas regides do Brasil. Desta forma, estudos
relacionados a propagacao in vitro de Plinia peruviana (Poir.) Govaerts tornam-se
necessarios e sao importantes para preservagao do germoplasma de interesse em
condi¢cdes controladas, com a maxima integridade genética e biolégica possivel
(LIMA et al., 2021). Além disso, analises morfoanatdomicas e ultraestruturais durante
o cultivo in vitro tornam-se importantes para caracterizar o processo e as vias de
regeneragao de plantas in vitro (BARRACO et al., 2014; YIL et al., 2012).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

- Desenvolver protocolos de propagacao in vitro a partir da germinagao, calogénese
e embriogénese somatica de Plinia peruviana (Poir.) Govaerts, com caracterizagao

morfoanatdmica e ultraestrutural de calos e/ou embrides somaticos.

2.2 Objetivos especificos

- Atualizar o estado da arte quanto ao uso de ferramentas biotecnologicas em
estudos sobre a diversidade taxonémica e genética, e de propagacéao vegetativa de
Plinia spp.

- Desenvolver um método de desinfestacdo das sementes de P. peruviana, para

obtencgao de plantulas assépticas a partir da germinacgao in vitro.

- Estabelecer um protocolo de calogénese in vitro de P. peruviana a partir de
segmentos nodais, discos foliares e sementes maduras divididas ao meio

(contendo um cotilédone e um embrido resultante da fecundacgao).

- Estabelecer um protocolo de propagacao in vitro de P. peruviana via

embriogénese somatica.

- Realizar a caracterizagao morfoanatédmica e ultraestrutural de calos e/ou embrides

somaticos de P. peruviana.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Familia Myrtaceae e Plinia peruviana (Poir.) Govaerts

A familia Myrtaceae é considerada monofilética pertencente a ordem
Myrtales (GOVAERTS et al., 2019). Dentro dessa familia, estdo incluidas frutiferas
bastante conhecidas como a goiaba, pitanga, guabiroba, cravo-da-india, cambui,
araca, grumixama, cambuca e péssego-do-mato. Considerada uma das maiores
familias da flora brasileira, sendo constituida por cerca de 23 géneros e 1029
espécies (SOBRAL et al., 2015). Do ponto de vista taxonémico, Myrtaceae € uma
das mais complexas familias botanicas, devido ao grande numero de espécies e
escassez de estudos taxonémicos (SOUZA; LORENZI, 2008).

Dentre os géneros classificados taxonomicamente dentro da familia
Myrtaceae encontra-se Plinia, no qual estao incluidas 80 espécies (GOVAERTS et
al., 2008), com destaque as mais cultivadas e apreciadas, P. peruviana (Poir.)
Govaerts, P. jaboticaba (Vell.) Berg, e P. cauliflora (Mart.) Kausel, conhecidas
popularmente por jabuticabeira (CITADIN et al., 2010). Em 1985, Sobral propds a
alteracao nomenclatural do género Myrciaria (BERG, 1857) para o género Plinia,
porém Myrciaria € ainda empregado no meio cientifico podendo ser considerado
como sinonimia de Plinia (SASSO, 2009). O calice persistente na antese, nao
deciduo, e a presenca nas sementes de cotilédones separados sio caracteristicas
que divergiam de outras espécies do género Myrciaria, e tornaram a reclassificacéo
necessaria (SOBRAL, 1985; KAUSEL, 1956).

Plinia peruviana (Poir.) Govaerts (sinonimia Plinia trunciflora (O. Berg)
Kausel) € uma espécie nativa do Brasil, com distribui¢cao restrita as regides Sul e
Sudeste do Pais, desde o Rio Grande do Sul até Minas Gerais, além disso ocorre
em outros paises como Argentina, Bolivia, Paraguai e Peru (SOBRAL et al., 2015;
SOBRAL et al., 2014), sendo conhecida popularmente como jabuticaba-de-
cabinho, jabuticaba-de-pena, jabuticaba-café e jabuticaba-preta. A espécie floresce
principalmente de dezembro a fevereiro, com o desenvolvimento de flores e frutos

agrupados no tronco e ramos da arvore (LORENZI, 2011).
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Em relac&o as caracteristicas morfologicas da espécie, a arvore apresenta
altura de 4 - 14 metros, com copa densa e globosa, tronco reto e nodoso, e casca
lisa de cor pardo-amarronzada com manchas mais claras. As folhas apresentam
comprimento de 2 - 7 cm, com lamina lanceolada a ovado-lanceolada, apice longo-
acuminado e base obtusa ou cordada, com nervuras secundarias pouco evidentes
e duas marginais. O botao floral é globoso (Figura 1 - A e B) de cerca de 0,5 cm de
diametro e a inflorescéncia composta de 4 - 8 flores brancas. Flores hermafroditas,
ou seja, com orgaos reprodutores femininos e masculinos na mesma flor (Figura 1
- C, D e E). Os frutos sdo bagas globosas com diametro de 1,8 - 2,5 cm, de cor
roxo-escuro e polpa doce (Figura 1 - F), podendo conter até 4 sementes em cada
jabuticaba (Figura 1 - G). As sementes apresentam o eixo embrionario firmemente
aderido ao cotilédone (Figura 1 - H) (LORENZI, 2011; LORENZI et al., 2006;
LORENZI, 2000).
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Figura 1. Aspectos da flor, fruto e semente de Plinia peruviana (Poir.) Govaerts. A. Botao floral. B.
Botéao floral seccionado. C. Flor hermafrodita. D. Androceu (Filete e antera). E. Gineceu (Estigma e
estilete) F. Fruto maduro. G. Semente. H. Semente dividida ao meio evidenciando o eixo embrionario
aderido ao cotilédone (Fonte: De autoria propria).

3.2 O que torna a jabuticabeira promissora?

Estudos com frutiferas nativas do Brasil que apresentam valor econémico
atual ou potencial, representam uma contribuicdo relevante na exploracao de
espécies nacionais com potencial medicinal (MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE,

2011). Nos ultimos anos houve um aumento nas publicacbes em relagdo as
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atividades biologicas, perfil nutricional e fitoquimico das jabuticabeiras, o que
evidencia seu grande potencial e a perspectiva de aumento na demanda para
consumo de seus frutos. No momento, o maior entrave na comercializagado de
jabuticabas frescas é o pequeno tempo de durabilidade na pds-colheita, os frutos
sao altamente pereciveis e o tempo viavel de comercializagao é curto, por volta de
dois ou trés dias a temperatura ambiente, devido a rapida alteragao da aparéncia
decorrente da intensa perda de umidade, e da deterioragao e fermentagao da polpa
(VIEITES et al., 2011).

A comercializagdo da jabuticaba no Brasil ocorre basicamente de trés
formas: a) Através da venda direta ao consumidor pelo dono da propriedade ou por
meeiros de jabuticabas oriundas de extrativismo de plantas nativas; b) Através dos
mercados atacadistas (Centrais de Abastecimento — Ceasa — e Companhia de
Entrepostos e Armazéns Gerais de Sdo Paulo — CEAGESP); ¢) Comercializagao
associada ao turismo, na propriedade rural ou em festivais urbanos. Segundo
técnicos e produtores, a demanda pela fruta vem crescendo, principalmente pela
tendéncia da valorizagéo de produtos tipicamente brasileiros e a gourmetizagéo da
jabuticaba ja € uma realidade. Pode-se afirmar que, como o mirtilo, a amora e a
framboesa, a jabuticaba vem se tornando uma fruta de nicho de mercado
(WAGNER JUNIOR et al., 2022).

De maneira geral, os frutos comestiveis possuem uma grande variedade de
nutrientes classicos, como carboidratos, sais minerais, aminoacidos e vitaminas.
Embora alguns deles estejam presentes em baixas concentragdes, eles podem ter
um impacto significativo na saude humana (WU et al., 2013). As jabuticabas s&o
uma excelente fonte de minerais como calcio, potassio, fésforo e magnésio (27,1
mg, 700,7 mg, 75,7 mg e 72,3 mg, respectivamente) (INADA et al., 2015). Niveis
significativos de aminoacidos, como triptofano (1,0 mg) e lisina (7,0 mg), e menores
quantidades de vitaminas B1 (0,04 mg), B2 (0,09 mg) e carotendides totais (0,32
mg). Além disso, possui niveis de até 238 mg de acido ascorbico (vitamina C) nas
frutas. Os teores de proteinas e carboidratos chegam a 0,32 g e 12,58 g,
respectivamente (RUFINO et al., 2011).

Além dos nutrientes classicos, altas quantidades de antocianinas totais
(195,78 mgq) e polifendis totais (1201,05 mg) sao relatadas para as jabuticabeiras,

sendo todos os valores citados representados para cada 100 g de frutas frescas
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(MANNINO et al.,, 2020; RUFINO et al.,, 2011). Entre as frutas brasileiras, a
jabuticaba é reconhecida como rica fonte de antocianinas, classe de flavondides
particularmente evidente em frutas escuras e com importantes propriedades
antioxidantes (ALBUQUERQUE et al., 2020; PALOZI et al., 2019; ROMAO et al.,
2019).

A maioria dos estudos relacionados as atividades biolégicas das
jabuticabeiras, se referem a sua propriedade antioxidante e sdo realizados
utilizando extratos obtidos do fruto. No entanto, ensaios in vivo e in vitro tém
comprovado a eficacia do extrato obtido a partir de diferentes partes da planta,
conferindo-lhes diferentes propriedades, a exemplo atividades citotéxica, anti-
hipertensiva, anti-hiperglicémica, antimicrobiana, anti-inflamatoéria e cardioprotetora
(FIDELIS et al., 2021; ALBUQUERQUE et al., 2020; FIDELIS et al., 2020; ASSIS et
al., 2019; PALOZI et al., 2019; ROMAO et al., 2019; SOUZA-MOREIRA et al., 2019;
ZHAO et al., 2019).

Gasparotto Junior et al. (2019) compilou estudos etnobotanicos que
descrevem o uso tradicional das jabuticabeiras, e indicam que os frutos sdo
utilizados como alimento por comunidades urbanas, rurais e costeiras em varios
estados brasileiros. O uso popular mais difundido da planta envolve o tratamento
da diarreia, que utiliza as folhas, casca e fruto. Além disso, folhas e caules séo
popularmente usados tanto por infusdo, decocgao ou xaropes no tratamento de
irritacdes cutaneas, hemorragia pélvica, feridas uterinas, corrimento vaginal, tosse,
asma, dor de garganta e labirintite.

Os extratos naturais do fruto apresentam potencial aplicacdo na industria
alimenticia, estando de acordo com as tendéncias atuais de reducgao e reutilizagao
de residuos da agroindustria como aditivos alimentares naturais, com baixo custo,
altamente antioxidantes e com aumento da vida util dos alimentos. Além disso, ha
uma crescente preocupacdo por melhor qualidade de vida, e a incorporagao de
compostos bioativos em alimentos é uma excelente estratégia para promogao de
saude (FIDELIS et al., 2021; ALBUQUERQUE et al., 2020; RODRIGUES et al.,
2020; DI MAIO et al., 2019; BALDIN et al., 2018).

3.3 Propagacao das jabuticabeiras
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3.3.1 Propagacao vegetativa convencional

O desenvolvimento de métodos de propagacédo por via vegetativa é de
grande importancia para a obtencado de mudas, e diversas técnicas sao utilizadas,
dentre elas a enxertia, mergulhia, alporquia, estaquia e micropropagacao. Taxas de
enraizamento moderadas a baixas s&o a principal limitacdo para a propagacgao
vegetativa convencional das espécies de Plinia (BAPTISTA et al., 2020; SILVA et
al.,, 2019; HOSSEL et al.,, 2018; CASSOL et al., 2017; CASSOL et al., 2015;
MALAGI et al., 2012; FRANCO et al., 2010; SARTOR et al., 2010; SASSO et al.,
2010a; SASSO et al., 2010b; DANNER et al., 2006; PEREIRA et al., 2005).

O percentual minimo de enraizamento de estacas para produgao comercial
de mudas preconizado por Hartmann et al. (2011) € de 70%, e na literatura sdo
encontrados percentuais variaveis e normalmente baixos de enraizamento de Plinia
spp. (SILVA et al., 2019; SASSO et al., 2010b; SARTOR et al., 2010; PEREIRA et
al., 2005). Ha necessidade de ajustes na técnica de estaquia para aumentar os
percentuais de enraizamento. Os baixos percentuais obtidos parecem estar
correlacionados a idade do tecido, o tipo e a época de coleta das estacas, a
presenca ou auséncia de reguladores de crescimento e as condi¢des de cultivo das
estacas.

A alporquia parece ser um método relativamente eficaz para formacéo de
raizes adventicias em jabuticabeira, quando mediada pelo tratamento com AIB
(CASSOL et al.,, 2015; SASSO et al.,, 2010a; DANNER et al., 2006). Para
elaboragao de um protocolo conclusivo para Plinia spp., novos estudos devem ser
realizados, que contemplem o percentual de pega das mudas transplantadas, o
periodo minimo para o desligamento dos alporques da planta-mae, a qualidade das
raizes formadas, o intervalo de tempo entre o plantio das mudas no campo e o inicio
da producéo de frutos.

Para enxertia, até o momento, se obtém os melhores resultados de
propagacao vegetativa convencional para Plinia spp., com valores de pegamento
que chegam até 90% (CASSOL et al., 2017; MALAGI et al., 2012; FRANCO et al.,
2010; SASSO et al., 2010a). O acompanhamento por um longo periodo das mudas
em campo, produzidas a partir da enxertia € necessario para que de fato seja

constatada a compatibilidade. Além disso, ainda é preciso verificar o tempo
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transcorrido da enxertia até o inicio da frutificagdo da muda enxertada e a evolugao

do crescimento no campo.

3.3.2 Propagacao através da germinagao ex vitro de sementes

O principal mecanismo de multiplicacdo das plantas vasculares ocorre a partir
da germinagao de sementes, que corresponde a reativacdo do metabolismo do
embrido conduzindo ao aparecimento de uma nova planta (CARRERA-CASTANO
et al., 2020). O desenvolvimento da semente € um evento complexo com inumeros
sistemas de controle e regulacéo, e dependente de fatores internos e/ou externos.
Diferencas genéticas e fisiolégicas bem como fatores ambientais afetam esse
desenvolvimento, que pode n&o ser temporalmente uniforme mesmo que as plantas
sejam cultivadas em ambientes idénticos (BAREKE, 2018).

Boas taxas de germinagao s&o obtidas quando realiza-se a propagacao das
jabuticabeiras através do uso de sementes, porém as mudas obtidas nao se
desenvolvem de maneira sincronica (HARTMANN et al., 2011). Além do longo
periodo de juvenilidade, as sementes apresentam caracteristicas de recalcitrancia,
ou seja, nao sofrem secagem natural na planta matriz e séo liberadas com elevado
teor de umidade, que se for reduzido a um nivel critico, pode ocorrer a perda da
viabilidade (HOSSEL et al., 2013).

O uso das sementes para obtengcdo das mudas de jabuticabeira traz
vantagens que outras espécies com mesma caracteristica ndo apresentam, como
a poliembrionia, permitindo obter mais de uma plantula quando ocorre sua
germinacao. No entanto a poliembrionia ndo € exclusivamente vantajosa, como a
massa média por embrido € reduzida, pode haver redugdo na emergéncia e
sobrevivéncia dos embrides, além da competicdo entre as plantulas que pode
dificultar o estabelecimento em relagdo a plantulas provenientes de sementes
monoembridnicas (SOUZA FERREIRA et al., 2019).

Estudando o poder germinativo de sementes de P. cauliflora (Mart.) Kausel,
Danner et al. (2011) relataram a viabilidade de preservagao por até 5 dias de
armazenamento, com maior emergéncia a temperatura ambiente (83,35%), em
comparagao com sementes armazenadas a 12°C e 6°C. As sementes perdem
completamente a viabilidade com teor de agua proximo a 10%. Quando as
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sementes foram armazenadas a vacuo, com tampao fosfato, manteve razoavel
viabilidade (41,7%) por até 65 dias. Resultado semelhante foi encontrado por
Hossel et al. (2013) com P. peruviana, em que 0 uso de vacuo permitiu uma maior
emergéncia de mudas, em comparagdo com a auséncia de vacuo no
armazenamento.

Wagner Junior et al. (2006b) avaliaram a germinagcao de sementes e a
emergéncia de plantulas de P. jaboticaba (Vell.) Berg, P. cauliflora (Mart.) Kausel e
P. peruviana (Poir.) Govaerts em quatro substratos. O processo de germinagao das
sementes nao foi afetado pelos substratos utilizados. Porém, o uso da areia de
forma isolada ou misturada ao substrato comercial Plantmax® proporcionou maior
desenvolvimento das plantas. O efeito de diferentes substratos e temperaturas (20
e 30°C constantes; 20-30°C alternados) foi avaliado por Dias et al. (2011). A maior
porcentagem de germinacao foi observada com a areia (32,67%) e a mistura de
solo, areia e esterco bovino (42%), enquanto a melhor temperatura de germinacao
(26,50%) foi de 30°C. Para Andrade e Martins (2003), a resposta mais favoravel foi
obtida em temperaturas mais baixas (15 e 20°C), atingindo até 76% de germinagao.

A influéncia do tamanho da semente na germinagdo e desenvolvimento
inicial de P. jaboticaba (Vell.) Berg e P. peruviana (Poir.) Govaerts foi avaliada por
Wagner Junior et al. (2011). As sementes foram classificadas quanto ao tamanho
(<6 mm, 6-8 mm, >8 mm), sendo que as maiores apresentaram melhores
resultados quanto ao comprimento total, altura da parte aérea, comprimento da raiz,
numero de folhas, numero de mudas por semente e velocidade de germinagao,
além de atingir taxa de germinagédo de 100%. Resultados semelhantes foram
relatados por Wagner Junior et al. (2006a).

O pré-tratamento das sementes também pode auxiliar no processo de
germinacdo. Rossa et al. (2010) avaliaram a germinagao e a qualidade inicial de
mudas de sementes de P. peruviana (Poir.) Govaerts submetidas a diferentes
tratamentos pré-germinativos (sementes completamente limpas, sementes
oxidadas com o fruto macerado, sementes com polpa e semeadura do fruto com
semente). As sementes completamente limpas ou com endocarpo aderido
apresentaram os resultados mais promissores quanto a qualidade das mudas, bem
como os melhores percentuais de germinacdo (98 e 85%, respectivamente),

demonstrando a necessidade de tratamentos pré-germinativos para a espécie.
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3.3.3 Propagacao in vitro

3.3.3.1 Germinagao de sementes

Através da germinacao in vitro de sementes € possivel alcangar altos
percentuais de multiplicacdo, independente das condi¢des climaticas, variagcbes
estacionais e de fatores bidticos, tais como agentes polinizadores, dispersores ou
patogénicos (GENEROSO et al., 2019). O ambiente in vitro normalmente permite
maior germinabilidade das sementes, possivelmente em fungdo das condigdes de
cultivo serem mais adequadas do que as condigdes de viveiro (AFONSO et al.,
2018). Além disso, a germinagao in vitro pode ser o primeiro passo para a obtengao
de plantas assépticas, que podem ser utilizadas como fonte de propagulos para
propagacéo in vitro (STEFENON et al., 2020; PARANHOS et al., 2017).

A influéncia de diferentes concentracdes de hipoclorito de sédio, fotoperiodo
e temperatura, na desinfestagéao e germinacgao in vitro de sementes de P. jaboticaba
(Vell.) Berg foi avaliada por Picolotto et al. (2007). Neste caso, as sementes foram
mantidas por oito dias a temperatura de 5°C e 25°C, apds serem desinfestadas em
hipoclorito de sdédio nas concentragcbes de 2,5% e 5,0% e inoculadas em meio de
cultura, sendo mantidas no escuro ou com fotoperiodo de 16h, e temperatura de 25
1 2°C. Ainda o processo de germinagéo foi influenciado apenas pela temperatura,
com porcentagem de germinagao a 8% obtida quando as sementes foram mantidas
a 25°C, considerada baixa se comparada a estudos de germinagao ex vitro citados
anteriores. A contaminacgao fungica foi inversamente proporcional a concentragao
do desinfetante utilizado, sendo o hipoclorito de sédio a 5% mais eficiente na
desinfestac&o fungica.

A germinacéo in vitro de P. jaboticaba (Vell.) Berg também foi avaliada por
Santos et al. (2019) usando meio de cultura MS liquido e semissdlido. Antes da
semeadura, as sementes foram tratadas por: a) imersédo por 24 horas em agua
autoclavada; b) imersdo por 24 horas em agua autoclavada e uso de antibidticos
na imersao, ou c) imersao por 24 horas em agua autoclavada e uso de antibiéticos
no meio de cultura. A germinagao teve inicio quatro dias apds inoculagdo em meio

liquido, sendo considerada precoce se comparada a estudos realizados por
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Wagner Junior et al. (2011) e Alexandre et al. (2006), que ocorreram aos vinte e
cinco e vinte e sete dias (P. jabuticaba (Vell.) Berg e P. peruviana (Poir.) Govaerts)
e aos dezoito dias para Plinia jaboticaba (Vell.) Berg, respectivamente. A maior
média de germinacdo (84%) foi obtida em meio liquido para as sementes
embebidas por 24 horas em agua autoclavada com antibiéticos, além disso, todas
as variaveis apresentaram médias superiores quando foi utilizado o meio liquido na

auséncia de antibiodtico.

3.3.3.2 Embriogénese somatica

A propagacao vegetativa in vitro denominada micropropagacao devido ao
tamanho dos propagulos, é a aplicagao mais eficiente da cultura de tecidos vegetais
(GUPTA et al., 2020). Esta técnica é baseada no cultivo in vitro de fragmentos de
plantas, denominados explantes, em condicdes assépticas onde todos os
nutrientes necessarios sao disponibilizados a planta cultivada, a qual € mantida sob
temperatura e periodos de luz-escuro controlados. Além do controle efetivo de
doencas, apresenta facilidade no manuseio e transporte, independéncia da
sazonalidade e utilizacdo de pequenas porgdes da planta para produgao em larga
escala comercial (STEFENON, 2019). Estudos de micropropagagéo tornam-se
relevantes e necessarios, podendo ser aplicados para contornar os problemas de
propagacao vegetativa da jabuticabeira, de maneira a obter grande numero de
mudas em curto periodo.

A micropropagacao esta fundamentada no principio da totipotencialidade
celular, a qual se refere a capacidade das células vegetais para regenerar plantas
completas através de divisdes, crescimento e diferenciagdo, mesmo quando
isoladas da planta que lhes deu origem (SU et al., 2021). Esta potencialidade das
células vegetais indica que os genes responsaveis pela diferenciacdo de uma
planta completa estdo contidos nas células somaticas, e quando estas células sao
cultivadas em condigdes adequadas, esses genes voltam a se expressar e
garantem a formagao de novos orgaos e tecidos, possibilitando a obtengdo de um
organismo inteiro (FEHER, 2019). Dessa forma, as células de um explante, sob a
acao de fatores especificos de crescimento presentes durante o cultivo in vitro,

podem ser induzidas a expressar diferentes padrées morfogénicos. Como resultado



39

dessa expressao morfogénica, a micropropagac¢ao pode ser conduzida por meio da
regeneragao in vitro via organogénese e embriogénese somatica, direta ou
indiretamente (HARTMANN et al., 2011).

O controle quase absoluto do crescimento e da morfogénese a partir de
explantes in vitro € uma das principais caracteristicas da cultura de tecidos
vegetais. O processo de organogénese e embriogénese somatica € complexo, com
atuacdo de multiplos fatores internos e externos, como a constituicdo genética,
presenca de nutrientes (macro, micronutrientes e agucar), fatores fisicos (luz,
temperatura, pH e concentragbes de O2 e COz2) e, por fim, adigdo de algumas
substancias organicas (como reguladores de crescimento e vitaminas) (PENG et
al., 2020). Desta maneira, aproximam-se as condi¢des in vitro aquelas necessarias
para que as plantas se desenvolvam no ambiente, como energia proveniente da
luz, 4gua, alimentos minerais, entre outros (TAIZ; ZAYGER, 2004).

A embriogénese somatica (ES) é o processo pelo qual células somaticas,
em condicdes adequadas, se diferenciam de maneira direta ou indireta em
embrides somaticos e posteriormente conduzem a formagdo de uma planta
completa (FERRARI et al., 2021). Na via direta os embrides somaticos originam-se
a partir do explante sem a formagéo de estadios intermediarios de calo, ou seja, as
células ja apresentam competéncia embriogénica e requerem uma reprogramagao
génica minima para a formacdo do embrido. Na via indireta os embrides sao
formados a partir de um calo, onde as células requerem uma reprogramacgao génica
maior para aquisicdo do estado de competéncia embriogénica (MENDEZ-
HERNANDEZ et al., 2019; HORSTMAN; BEMER; BOUTILIER, 2017).

Os embrides somaticos sao estruturas bipolares, sem conexao vascular com
o tecido do explante inicial e apresentam 6rgaos tipicos de embrides zigoticos
(radicula, hipocdtilo e cotilédones), além dos 4 estagios caracteristicos de
desenvolvimento (globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar) (PENG et al., 2020).
A ES visa a propagacao clonal em larga escala de espécies dificeis de propagar
por técnicas convencionais (KUMAR; VAN STADEN, 2017), podendo servir
também como modelo para estudar sistemas subjacentes a embriogénese, como
os eventos moleculares, morfolégicos, bioquimicos, fisiolégicos que ocorrem
durante o desenvolvimento (STEFENON et al., 2020).
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Além disso, a ES pode ser aplicada em producédo de sementes sintéticas,
criopreservagéo, biorreatores, transformagdo genética e estabelecimento de
bancos de germoplasma (QUIROZ-FIGUEROA et al., 2006; GIRI et al., 2004). Ha
algumas limitagdes inerentes a técnica de ES, a exemplo a produgéo assincronica
de embrides, baixa taxa de conversdo de plantas, recalcitrancia de algumas
espécies vegetais e ocorréncia de mutagdes (variagdo somaclonal) (STEFENON et
al., 2020; HORSTMAN; BEMER; BOUTILIER, 2017; SHAHZAD; SHARMA;
SIDDIQUI, 2016).

A transicdo de células somaticas para embriogénicas compreende dois
estadios: indugdo embriogénica, formado pelas etapas de desdiferenciagao,
expressao da totipoténcia e determinacdo; e o estadio de desenvolvimento,
caracterizado pela expressdo do programa embriogénico e o consequente
desenvolvimento completo do embrido (ELHITI; STASOLLA, 2016; ISAH, 2016;
MAHDAVI-DARVARI; NOOR; ISMANIZAN, 2014; FEHER, 2005). De acordo com
Jiménez (2001) essas fases aparentam ser independentes uma da outra e
controladas por diferentes fatores. Nesses estadios, genes ativos em células
somaticas sdo suprimidos, ao passo que, genes necessarios para a embriogénese
sao ativados (MAHDAVI-DARVARI; NOOR; ISMANIZAN, 2014).

A técnica da ES foi aplicada com sucesso em algumas espécies da familia
Myrtaceae, a exemplo para Acca sellowiana (Berg) Burret que tornou-se referéncia
nos estudos de ES em plantas lenhosas com caracteristicas recalcitrantes (FRAGA
et al., 2012; CANGAHUALA-INOCENTE et al., 2014, 2007b, 2004; STEFANELLO
et al., 2005; GUERRA et al., 2001; CANHOTO; CRUZ, 1994, 1996a, 1996b; CRUZ
et al., 1990;), Myrciaria aureana Mattos (MOTOIKE et al., 2007), Myrtus communis
L. (CANHOTO et al., 1999), Psidium guajava L. (BAJPAI et al., 2016; AKHTAR,
2010; RAl et al., 2007) e Plinia cauliflora (Mart.) Kausel (OLIVEIRA et al., 2022).

De nosso conhecimento, ha apenas um estudo publicado de embriogénese
somatica para espécie P. peruviana a partir de sementes maduras divididas ao
meio (contendo um cotilédone e um embrido resultante da fecundacgéo). Foram
testados na inducdo da ES diferentes concentragdes de 2,4-D (2,5; 5; 10; 25; e 50
uM) e glutamina (0; 250; 500; 750 e 1000 mg L"), e o melhor tratamento foi 0 meio
MS com 1000 mg L' de glutamina e 10 uM de 2,4-D com percentual de formagéo

de 37,5%, nao diferindo significativamente dos demais tratamentos. Durante a



41

etapa de maturagao testou-se a suplementacdo do meio de cultura com diferentes
concentragdes de PEG 6000 (30, 60 e 90 g L"), no qual 60 g L™ foi suficiente para
promover o avanco nos estadios de desenvolvimento dos embrides somaticos, em
contrapartida ndo houve sucesso na conversao dos ES em plantulas (SILVEIRA et
al., 2020).

Para inducao da ES a partir de explantes obtidos de sementes maduras de
Plinia cauliflora (Mart.) Kausel, foram testados concentracdes de 2,4-D (5; 10 e 15
MM) por 60 dias de exposi¢cdo. O maior percentual de embrides somaticos obtidos
foi com o uso de 15 uM, no entanto houveram algumas anormalidades morfoldgicas
(cotilédones fundidos ou formacao de multiplos cotilédones) e anatémicas (zonas
de cicatrizagdo com acumulo de compostos fendlicos e morte celular),
possivelmente devido ao longo periodo de exposigao ao 2,4-D. Além disso, ndo
houve conversao (OLIVEIRA et al., 2022).

3.3.3.3 Calogénese

Os calos obtidos in vitro sao caracterizados por um arranjo de células, nédo
sendo considerado um 6rgao com tecidos executando fungdes especificas,
mas sim, um sistema com gradientes nutricionais e de fitorreguladores (GOLLE
et al., 2020). Em resposta a determinados estimulos, centros meristematicos
do tecido calogénico, tanto atraveés do cultivo em meio de cultura liquido quanto
solido, podem diferenciar-se originando raizes, brotos ou embrides somaticos
(NEUMANN et al., 2009). Segundo Alves et al. (2004), € comum o suprimento
exogeno de reguladores de crescimento para a indugao de calo, onde € necessario
um balangco hormonal entre os niveis de citocininas e auxinas, exdgenas e
endogenas a planta, estimulando a proliferagéo celular.

Stefenon et al. (2020) estudaram a calogénese in vitro de Eugenia uniflora L.
visando a indugdo da embriogénese somatica. Foram utilizados como fonte de
explantes segmentos nodais, radiculares e discos foliares obtidos a partir de
sementes germinadas in vitro, sendo testadas oito combinagbes diferentes de
auxinas (2,4-D ou ANA) e citocininas (BAP ou TDZ). A melhor resposta calogénica
foi observada em segmentos nodais seguido por discos foliares, e os calos de

segmentos nodais cultivados em meio MS com ANA (10 uM) + TDZ (5 pM)
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originaram estruturas putativas pro-embriogénicas, revelando competéncia para
indugao e desenvolvimento da embriogénese somatica.

O uso de reguladores de crescimento e a posi¢cao de explantes foliares de
Eugenia involucrata DC. foi avaliado por Golle e Reiniger (2013), visando a indugao
da calogénese. Utilizou-se o meio de cultura MS acrescido de 10 uM de ANA
isolado ou duas combinacbes de 2,4-D e BAP: 5 - 5 yM e 5 - 10 uM,
respectivamente. A posi¢cao dos explantes afetou a calogénese e a organogénese
em segmentos foliares de E. involucrata, sendo mais adequada a posicao abaxial
e sem cortes na regiao do limbo. A associagao dos reguladores de crescimento 2,4-
D + BAP na concentracado de 5 — 10 yM foi mais promissora para a obtengao de

calos, especialmente os nodulares, putativos a embriogénese somatica.

3.4 Analises anatomicas e ultraestruturais

Andlises anatdbmicas e ultraestruturais vém sendo desenvolvidos em
diversas espécies com o objetivo de caracterizar o processo e as vias de
regeneragao de plantas in vitro (BARRACO et al., 2014; DIBAX et al., 2010).
Estudos histolégicos podem ser realizados para a verificagao e confirmacao da via
de regeneracao, diferenciando a organogénese da embriogénese somatica
(VIEIRA; APPEZZATO-DA-GLORIA, 2001). Caracterizando-se a via de
regeneragao, € possivel melhorar as condi¢des de cultivo, para o estabelecimento
de protocolos eficientes na indugdo e conversao de plantas. Através de cortes
histoldgicos é possivel a observagado do desenvolvimento de gemas adventicias ou
de embrides somaticos, e a definicdo da origem direta ou indireta. Tais resultados
permitem caracterizar possiveis alteragées celulares e definir as regides do
explante com potencial morfogénico (MONTEIRO, 2000).

A microscopia eletrdnica de varredura, vem sendo utilizada em varios
estudos de organogénese e embriogénese somatica, com o intuito de fornecer
maiores detalhes da morfologia externa durante o desenvolvimento in vitro
(NOGUEIRA et al., 2007; APPEZZATO-DA-GLORIA MACHADO, 2004). E possivel
diferenciar as estruturas formadas, o processo de regeneragao e a caracterizagao

dos estagios embriogénicos em globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar
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(NOGUEIRA, 2006), sendo possivel verificar também a formag¢do anormal de
embrides somaticos (PESCADOR et al., 2008).

Para familia Myrtaceae, existem estudos que correlacionam os eventos do
cultivo in vitro com analises histolégicas e/ou ultraestruturais, com as espécies Acca
sellowiana (Berg) Burret (PESCADOR et al., 2008; CANHOTO; GUERRA et al.,
2001; CRUZ, 1996; CANHOTO et al., 1996; CRUZ et al., 1990), Myrciaria aureana
Mattos (MOTOIKE et al., 2007), Psidium guajava L. (BAJPAI et al., 2016) e Eugenia
uniflora L. (STEFENON et al., 2020). Para Plinia peruviana ha apenas um estudo
publicado realizado por Silveira et al. (2020), referente a analises anatébmicas de
calos ndo embriogénicos e embriogénicos durante o desenvolvimento in vitro.

Silveira et al. (2020) utilizaram, como explantes, folhas jovens e sementes
maduras de P. peruviana para iniciar o processo de inducdo da embriogénese
somatica in vitro. As analises histologicas dos calos formados a partir dos discos
foliares mostrou uma aparéncia compacta com caracteristicas ndo embriogénicas,
com células parenquimaticas grandes, desorganizadas e vacuoladas. Em
contraste, os calos originados de sementes maduras apresentavam estrutura friavel
de coloragdo amarelada ou marrom, e desenvolveram massas pro-embriogénicas
(MPEs), com células pequenas e redondas com pouca vacuolizagao,
caracteristicas de estruturas embriogénicas sendo semelhante a dos meristemas e
zigotos. Além disso, as MPEs mostraram tecidos vasculares sem conexdes com o
explante materno, e espessamento tipico das paredes celulares dos elementos de
células traqueais, sendo possivel diferenciar as calosidades e MPEs a partir de

analises histoldgicas.
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ABSTRACT

Plinia species comprise a group of underrated fruit trees native to the South and Central
American neotropics. Their fruits have high potential as a nutraceutical food and to the
medicinal industry. However, among the 80 accepted species, less than a dozen are cultivated.
In this review, the state-of-the-art of the genetic diversity and the techniques of vegetative
propagation of Plinia spp. was updated. Therewith, it is intended to encourage further studies
for genetically disentangle the taxonomic classification the species, and the development of
propagation protocols towards the establishment of commercial plantations. Establishing
commercial orchards of Plinia species may open new markets for this fruit crop, but the
absence of breeding programs and superior quality seedlings hinder such endeavors. The main
outcomes of this study are the need of using molecular approaches for solving the taxonomic
uncertainties among Plinia species and micropropagation protocols to overcome the difficulties
concerning to the vegetative propagation of this species.

Keywords: biotechnology, jaboticabeira, micropropagation, molecular taxonomy, morphological
diversity, vegetative propagation

Biotecnologia en Plinia spp. necesidades y perspectivas para un grupo
desatendido de especies frutales

RESUMEN

Las especies de Plinia comprenden un grupo subestimado de arboles frutales nativos de los
neotrépicos de América del Sur y Central. Sus frutos tienen un alto potencial como alimento
nutracéutico y para la industria medicinal. Sin embargo, entre las 80 especies aceptadas, se
cultivan menos de una docena. En esta revision, se actualizo el estado del arte de la diversidad
genética y las técnicas de propagacidon vegetativa de Plinia spp. Con ello, se propondra
impulsar nuevos estudios para dilucidar genéticamente la clasificacion taxonémica de la especie
y el desarrollo de protocolos de propagacion hacia el establecimiento de plantaciones
comerciales. El establecimiento de plantaciones comerciales de especies de Plinia puede abrir
nuevos mercados para este cultivo de frutas, pero la ausencia de programas de mejoramiento
genético y plantulas de calidad superior obstaculizan tales esfuerzos. Los principales resultados
de este estudio son la necesidad de utilizar enfoques moleculares para resolver las incertidumbres
taxondmicas entre las especies de Plinia y los protocolos de micropropagacion para superar las
dificultades relacionadas con la propagacion vegetativa de esta especie.

Palabras clave: biotecnologia, diversidad morfoldgica, jaboticabeira, micropropagacion,
propagacion vegetativa, taxonomia molecular
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INTRODUCTION

Jaboticabeira is the popular name of different
species of the genus Plinia L. (Myrtaceae),
native to the South and Central American
neotropics (Figure 1 A). The main
characteristic of these trees (Figure 1 B) is
the development of flowers and fruits
(popularly known as jaboticaba) over the wood
trunk and main stems (Figure 1 C-D), a feature
known as cauliflory. Reproductive buds of Plinia
initiate from vascular cambium cells through
cell division followed by an increase in the
size of the meristematic region from the
vascular cambium toward both the bark and
the xylem, keeping the connection with vessel
elements (Oliveira et al., 2019).

Biotecnologia Vegetal Vol. 21, No. 1, 2021

Fruits are produced once or twice a year,
eventually up to three times, depending on climatic
conditions and the management adopted. In Plinia
Jaboticaba, it seems that inflorescence sprouting
is stimulated by low temperatures and water
deficit (Oliveira et al., 2019). The fruits have
economic potential both for fresh consumption
and in the food and pharmaceutical industries.
They present a wide variety of classic nutrients
and components capable of providing positive
physiological effects on health (Teixeira et al.,
2008; Rufino et al., 2011). They also have
recognized antioxidant properties, protecting
from damages caused by free radicals,
preventing or postponing the onset of
cardiovascular, chronic, and neurodegenerative
diseases (Pitz et al., 2017).

A
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| [l Areas of natural occurrence
of Plinio species
= Areas where Plinio species.
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Figure 1. (A) Distribution of Plinia species in neotropical South and Central America according
to the Plants of the World platform (www.plantsoftheworldonline.org). CU: Cuba, HA: Haiti,
SD: San Domingo, BZ: Belize, GU: Guatemala, HO: Honduras, CR: Costa Rica, PN: Panama, CO:
Colombia, VE: Venezuela, GU: Guyana, SU: Suriname, EQ: Equador, PE: Peru, BO: Bolivia, BR:
Brazil, PY: Paraguay, AR: Argentina, UR: Uruguay. (B) Adult tree of Plinia peruviana. growing in an
urban backyard. (C) Flowers growing along the tree stem. (D) Rip fruits along the tree stem.
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In this context, this review aims at updating
the state-of-the-art of the taxonomic and
genetic diversity and the techniques of
vegetative propagation of Plinia spp.
Therewith, it is intended to encourage the
development of further studies for genetically
disentangle the taxonomic classification of the
Plinia species, and the development of
propagation protocols towards the
establishment of commercial plantations,
attempting the market valuation of the fruit.

Expanding genetic and genomic analyses
are needed to disentangle the subtle inter-
species morphological differences

The jabuticabeiras were firstly taxonomically
described into genus Myrtus Tourn ex. L. and
Guapurium Juss. and were relocated within
genus Myrciaria O. Berg (Berg, 1857). As some
floral traits diverged from other species of
genus Myrciaria, species of jabuticabeira were
transferred to genus Plinia (Kausel, 1956;
Sobral, 1985; Mattos, 1998). Currently, 80
species of Plinia are accepted (Govaerts et
al., 2008).

Given the morphological variation observed in
characteristics of fruits (Table 1, Table 2 and
Table 3), the taxonomy of Plinia species is
fairly a puzzle in the scientific literature. A
miscellaneous of different species is suggested
by diverging authors, making advances in
selection, domestication, and breeding
difficult.

Besides recognizing the morphological
multiplicity, understanding the genetic
divergence among species can be useful for
the comprehension and conservation of the
available genetic resources. Moreover, the
morphological differences among some Plinia
species are rather modest, making the species
delimitation a great challenge for breeders and
farmers.

Despite these needs, only a few studies using
molecular markers were published, reporting
the comparative analysis among different
species of Plinia. Pereira et al. (2005) used
45 polymorphic RAPD markers in a study
including P. jaboticaba, P. cauliflora, P.
coronata, and P. phitrantha, while Vilela et
al. (2012) used 37 polymorphic RAPD markers
to study the relationship among P. cauliflora,
P. jaboticaba, P. coronata, and P. peruviana.

5

In both studies, clustering analyses were
unsuited for defining the taxonomic groups,
since the formed clusters comprised
assortments of plants from different species
and did not correspond to the taxonomic
classifications based on morphological traits.
Moreover, RAPD markers are not confident for
such an analysis, due to several technical
weaknesses.

The advances of the sequencing platforms
have enabled researchers to generate
comprehensive genomic data for several plant
species, including also minor-crop species.
Sequences of the complete chloroplast
genome (plastome) of P. cauliflora, P. aureana,
and P. trunciflora are available in the GenBank
database. To test the usefulness of these
molecular data for understanding the
taxonomic relationship among Plinia species,
the plastome sequences of P. cauliflora
(KX527622; Machado et al., unpublished), P.
aureana (KY392759; Machado et al.,
unpublished), P. trunciflora (KU318111; Eguiluz
et al., 2017), Acca sellowiana (KX289887;
Machado et al., 2017), Campomanesia
xanthocarpa (KY392760; Machado et al.,
2020), and Allosyncarpia ternata (KC180806;
Bayly et al., 2013) were downloaded and a
phylogenomic analysis was performed. This
analysis (Figure 2) enabled more accurate
analysis of the correlation among these Plinia
species. Although the length, genetic
composition, and structure of the plastomes
are conserved among these species, the
phylogenomic analysis based on the whole
plastomes sequences resolved these three
species with high support (Figure 2).

Thus, sequencing the plastomes of more Plinia
species seems to be a meaningful strategy
for resolving the remaining taxonomic
uncertainties in this group, aiding the planning
of conservation and breeding programs for
Plinia species.

Germplasm conservation and genetic
improvement also need molecular genetic
studies

Information about the genetic diversity of
natural populations is also needed when aiming
at the establishment of germplasm banks and
genetic improvement of the species (Melo et
al., 2015). Cruz et al. (2016) evaluated the
genetic diversity of Plinia spp. in Northeastern
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Table 1. Morphological characteristics of Plinia cauliflora, P. jaboticaba and P. aureana according
to Lorenzi (2000), Lorenzi et al. (2006), and Lorenzi (2011).

Species Characteristics
Tree Leaves Flowers Fruits
Plinia - Height: 3-9 m - Length: 3 -7 - White color - Diameter:
cauliflora - Dense cup cm - Very short 2.2-2.8cm
- Tortuous trunk, - Glabrous pedicels of about - Globous,
with smooth, - Lanceolate 1 mm, smooth and
light brown, and to oblong- uniflorous, with shiny berry
spotted bark. lanceolate ciliated bracts - Dark purple
blade, with - Glabrous floral color
acuminate button - Pulpis
apex and - Chalice with generally
acute or cylindrical lobes sweet.
obtuse base. - Petals largely
oblong.
Plinia - Height: 4-9 m - Length: 2.4 - - White color, - Diameter:
Jjaboticaba - Dense cup 4.3 cm, - inflorescence in 2.2 - 2.8 cm,
- Knotty and - Lanceolate a fascicle, with - Globous
tortuous trunk, blade, with medium pedicels, berry and thin
with smooth and  acute apex and hairy bracts  skin,
thin bark of and obtuse imbricated and - Dark purple
uniform base, irregularly color,
brownish-brown - Glabrous arranged, - Sweet pulp.
color or with (except for the - Chalice with 4
lighter spots. central rib on ovate, ciliated,
the and unequal
underside). lobes.
Plinia - Height: 2-4 m - Length: 5.5 - - White color, - Diameter:
aureana - Dense 11.0 cm, - Pedicels of 1 - 1.0-2.5cm,
pyramidal cup, - Oblong or 3 mm, - Subglobosa-
- Tortuous and lanceolate - Obovate floral oblique berry,
fluted trunk, with  blade, with a button with side and
reddish-brown gradually sparse hair, glabrous,
and spotted bark. accentuated - Hairy bracts of - Light green
apex and just over 1 mm, color,
rounded base, - Glabrous petals - Very sweet
- Glabrous on  about 2 mm pulp.
the upper face long.
and sparse
hair on the
lower.
Brazil. Thirty-five genotypes were The organization and distribution of population

characterized using ISSR (Inter Simple
Sequence Repeats) markers. With a
polymorphism of 99.65%, five groups were
identified based on the genetic divergence
among genotypes. Moreover, no correlation
between geographical and genetic distances
among genotypes was observed. This study
revealed the existence of moderate genetic
variability of the studied genotypes, an
important insight regarding plant collection for
breeding programs in the region.

genetic variability of six populations of P.
peruviana based on microsatellite markers
were reported by Salla (2019). Ten
microsatellite loci revealed significant genetic
diversity for the six populations, with a high
number of alleles and heterozygosis. The
analyses of the molecular diversity partition
revealed 17.6% of differentiation among
populations, 2.6% within populations, and
72.2% within individuals. These results
suggest that for conservation proposes, seed
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Table 2. Morphological characteristics of Plinia coronata, P. grandifolia and P. oblongata according
to Lorenzi (2000), Lorenzi et al. (2006), and Lorenzi (2011).

Species Characteristics
Tree Leaves Flowers Fruits
Plinia coronata - Height: 3-12 - Length: 4 - - White color, - Diameter: 2.5
m, 6 cm, - Clusters of 1 -3.5cm,
- Elongated - Lanceolate - 6, with - Globous berry.
cup, blade, with pedicels of - Dark purple
- Ribbed acuminate about1-2 color, with
trunk, light apex and mm, whitish disc
brown and rounded base, surrounded by outline, apex.
stained. - Glabrous, 4 rows of - Acidic pulp.
and nested and
pubescence ciliated bracts,
only on the - Oval-oblong
main vein and cylindrical
(both sides). petals.
Plinia - Height: 4 - - Length: 7 - - White color, - Diameter: 1.5
grandifolia 8 m, 11 cm, - -2.5cm,
- Dense cup, - Oblong and Inflorescences - Globous and
- Trunk oblong- with hairy smooth berry,
somewhat lanceolate pedicels, and - Dark purple
tortuous and blade, with equally hairy color,
ribbed, with acuminated deciduous - Acidic or
smooth apex and bracts, sweet pulp.
brownish- obtuse base, - Chalice with
brown bark - Glabra. cylindrical
with lighter sepals,
spots. - Petals largely
obovate.
Plinia oblongata - Height: 4 - - Length: 2.0 - White color, - Diameter: 2.5
6 m, -4.5cm, - Pedicels very - 3.0 cm,
- Glabrous, short and hairy - Slightly ovate-
and with about elliptical to
pubescence 2mm and the elliptical, and
only on the base is smooth, - Dark
main vein surrounded by  purple color,
(both sides), - bracts. - Very acidic
Ciliary pulp.
margin.

collections should maximize the number of
seeds per matrix plant, lessening the number
of individuals per population (Salla, 2019).

This scarcity of genetic studies and the
small geographical amplitude of the two
existing studies with Plinia spp. natural
populations hinders planning reliable
programs of in situ or ex situ species
conservation, seed collection, genotype
selection, and genetic improvement. So,
efforts towards characterizing the genetic
diversity and structure of Plinia spp.
natural populations using molecular
markers and in a wider geographical
perspective is needed.

Moderate to low rooting rates is the main
limitation for traditional vegetative
propagation of Plinia species

A review on the propagation of Plinia spp. by
Silva et al. (2018) highlighted that the main
form of seedling production is still carried out
mainly by seeds, due to the greater ease and
speed in the production of new plants.
However, despite good germination rates,
seed recalcitrance (Danner et al., 2011; Hossel
et al., 2013) hampers the establishment of
orchards through sexual propagation and
studies about the conditions of seed
germination of Plinia species (Andrade and
Martins, 2003; Wagner et al., 2006; Alexandre
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Table 3. Morphological characteristics of Plinia peruviana, P. phitrantha and P. spiritosantensis
according to Lorenzi (2000), Lorenzi et al. (2006), and Lorenzi (2011).

Species Characteristics
Tree Leaves Flowers Fruits
Plinia peruviana - Height: 4 - - Length: 2 -7 - White color, - Diameter:
14 m, cm, - Inflorescence 1.8-2.5cm,
- Dense and - Lanceolateto (4 to 8 flowers) - Globous
globose cup, the ovate- in racemes, berry,
- Straight lanceolate with an almost - Dark purple
and knotty blade, with zero primary color,
trunk, with long-acuminate axis and - Sweet pulp.
smooth apex and several
brownish- obtuse or pubescent
brown bark  corded base. pedicels of 10 -
with lighter 15 mm,
spots. - Globose floral
bud of about
0.5cmin
diameter.
Plinia phitrantha - Height: 4 - - Length: 4.0 - - White color, - Diameter:
7m, 14.0 cm, - Scaly and 1.5-2.5cm,
- Ribbed - Oblong to rounded scaly - Subglobous
trunk, with oblong- bracts at the and side,
thin lanceolate base of the - Red to
brownish- blade, with pedicels, purple color,
yellow bark  acute apex and - Chalice with 4 - Sweet pulp.
with lighter  underlay base, glabrous
spots, - Almost sepals.
glabrous on the
upper side and
pubescent on
the lower side.
Plinia - Height: 3 - - Length: 3.2 - - White color, - Diameter:
spiritosantensis 6 m, 9.5 cm, - Hairy pedicels 2.0 - 3.0 cm,
- Dense - Ovate-oblong of 1 -1.2 mm, - Globous
cup, with or lanceolate - Goblets with berry,
smooth, blade, with obovate and - Purplish
brownish acute or slightly concave, color.
skin with acuminated ciliated sepals,
grayish apex, and about 2 mm
spots. corded base, long.
- Glabrous on

the upper face
(except on the
central rib that
is hairy), and
sparse-hairy on
the lower.

etal., 2006; Rossa et al., 2010; Sartor et al.,
2010; Dias et al., 2011; Wagner et al., 2011)
are puzzling and inconclusive.

The development of methods for the asexual
propagation of Plinia spp. is of great importance
for obtaining seedlings. In addition to reducing
the juvenile phase, vegetative propagation has

some advantages such as maintenance of the
genetic characteristics of the mother plant,
greater productivity, and fruits of better
quality (Danner et al., 2006; Hartmann et al.,
2011). However, there is no established fully
efficient methods of vegetative propagation
of Plinia spp. that ensure the formation of
commercial orchards in a short period.
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Figure 2. Phylogenomic analysis based on the whole plastome sequences of Plinia cauliflora,
P. aureana, P. trunciflora, Acca sellowiana, Campomanesia xanthocarpa, and
Allosyncarpia ternata. The phylogenomic tree was obtained using the maximum likelihood
algorithm, the GTR+G evolution model, and 1000 bootstrap replications for branch support, as
implemented in the software RAxML, CIPRES Science Gateway V. 3.1 platform. Allosyncarpia
ternata (Myrtaceae, Eucalypteae) was employed as an outgroup. All other species belong to

the family Myrtaceae, tribe Myrteae.

In general, Plinia species are recalcitrant for
the formation of adventitious roots, and
layering seems to be a relatively effective
method for vegetative propagation of the
species. This method, mediated by indole-
butyric acid (IBA) treatment provides the
gathering of numerous rooting co-factors
(Danner et al., 2006; Sasso et al., 2010; Cassol
et al., 2015). However, for the establishment
of a conclusive protocol, new studies must
be carried out, considering the percentage
of harvesting of the transplanted seedlings,
the minimum period for the disconnection of
the mother plant layering, the quality of the
roots formed, the time between the planting
of seedlings in the field, and the beginning of
fruit production.

The few studies using cutting as a propagation
method in Plinia species (Pereira et al., 2005;
Fachinello et al., 2005; Sartor et al., 2010;
Silva et al., 2019) revealed rooting rates lower
than 50%. For commercial seedling production,
the percentage of cuttings rooting obtained
should be higher than 70% (Hartmann etal.,
2011). The values reported for Plinia spp. are
quite variable and usually lower than this
threshold. The low rooting of the vegetative
propagules seems to be correlated with the

age of the tissue, the type and time of
collection of the cuttings, the presence or
absence of growth regulators, and cuttings
cultivation conditions. Therefore, several
adjustments are needed to increase the
rooting percentage in Plinia species propagated
through the cutting technique.

Grafting has supported somewhat more
promissory results as a vegetative propagation
strategy for Plinia species. Setting values
reaching up to 90% were reported (Manica,
2000; Sasso et al., 2010, Franco et al., 2010;
Malagi et al., 2012; Cassol et al., 2017), but
these results revealed to be dependent on
the cultivars used and the season. Despite
the optimistic results obtained, long-term field
monitoring of plants produced from grafting
is necessary so that compatibility is verified.
Besides, it is still necessary to verify the
evolution of growth in the field, and the time
elapsed from grafting to the beginning of the
fruiting of the grafted seedling.

Protocols of in vitro propagation are
promising strategies for Plinia spp.

In vitro micropropagation is the most practical
application of tissue culture and the one with
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Figure 3. In vitro germination of Plinia spp. (A) In vitro axenic germination of seeds. (B)
Germination of a single plantlet from the seed. (C) Polyembryony with four plantlets germinated

from a single seed.

the greatest impact toward allowing conditions
to obtain plants that are difficult to propagate
and have long life cycles. This approach allows
obtaining plants in an aseptic and controlled
environment, faster than compared to
conventional breeding. In vitro germination
(Figure 3) can be the first step to obtain
aseptic plants, which can be used as a source
of propagules for micropropagation. In vitro
germination of Plinia species also enables easy
follow of the occurrence of polyembryony,
since the number of embryos can reach up to
five per seed (Figure 3C).

The in vitro germination of P. jaboticaba has
been performed in MS (Murashige and Skoog,
1962) culture medium (Picolotto et al., 2007;
Santos et al., 2019) and agar:water medium
(5-6%, w/v). However, fungal and bacterial
contaminations are the most worrisome issues.
Treatments of the seeds with sodium
hypochlorite (Picolotto et al., 2007), and
soaking for 24 hours in sterile water and
antibiotics (Santos et al., 2019) have been
the commonly used methods for seeds
disinfection. Besides, the germination is also
influenced by the temperature of culture, but
not by the photoperiod (Picolotto et al., 2007),
with the best germination rates at 25 °C.

Callogenesis was obtained in P. cauliflora leaf
explants using MS medium with different
combinations of plant growth regulators: 2,4-
dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) at 0.0,
1.0, 2.0, 4.0 mg I'* + 6-benzylaminopurine
(BAP) at 0.0, 0.1, 0.2 mg It and
naphthaleneacetic acid (NAA) at 0.0, 1.0, 2.0,

4.0 mg It + BAP (0.0, 1.0, 2.0 mg I*t. All
treatments presented callus formation, also
in absence of plant growth regulators, not
differing statistically (Cardoso, 2016).

Somatic embryos at the cotyledonary stage
were obtained from seed explants of P.
peruviana by Oliveira (2018). Pro-embryogenic
masses were induced in 82.5% of explants
using the two cotyledons detached and
cultivated in the MS medium with 300 uM of
2,4-D and 1 g I'* of activated charcoal. During
phase I of maturation, the most suitable
medium for the conversion of somatic embryos
at the torpedo stage was MS with 30 g It of
polyethyleneglycol 4000 (77.5% of the
formation of embryos in the torpedo stage).
There was no conversion of somatic embryos
into seedlings and the formation of embryos
was possible up to the cotyledonary stage
(3.05%), forming abnormal embryos.
Anatomical studies showed the development
of asynchronous somatic embryos.

Silveira et al. (2020) established a somatic
embryogenesis protocol for P. peruviana using
mature seeds (two separate cotyledons) as
explant, inoculated in MS medium with the
addition of 1000 mg I* of glutamine, and 10
MM of 2,4-D. Larger embryos and in more
advanced stages of development were
obtained in a medium containing 60 g I* of
polyethyleneglycol 6000. There was no
conversion of somatic embryos into seedlings
and anatomical sections of the embryos
revealed deleterious effects of the prolonged
period of exposure to 2,4-D.
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Although failing to convert somatic embryos
into seedlings, the studies of Oliveira (2018)
and Silveira et al. (2020) were pioneers in
the development of a somatic embryogenesis
protocol for Plinia spp.. Thus, further studies
are needed to determine the optimum
exposure period to 2,4-D for the formation of
somatic embryos with normal morphology,
which drives conversion to seedlings.

How may biotechnology help to boost
jaboticaba into the market?

The fruits of Plinia species have a high market
value, good organoleptic characteristics, high
nutritive content, and beneficial properties
to health. Thus, there is a forecast of growth
in demand for fresh consumption and use by
industries. As the cultivation of Plinia spp. is
practically restricted to domestic orchards and
the establishment of commercial plantations
demands a large amount of vigorous and
uniform selected seedlings, it is necessary to
develop protocols of vegetative propagation.
Micropropagation seems to be the most
promising technique providing seedlings on a
large scale with high phytosanitary quality,
regardless of the time of year.

Plastome based phylogenomic studies may
be an important strategy towards
understanding the taxonomic relationships
among Plinia species, as well as to verify
the validity of all proposed species. Also,
genetic studies using molecular markers
should be performed to characterize the
genetic diversity of natural populations
towards germplasm conservation and genetic
improvement of the species. This
biotechnological tool can also be used to
evaluate the somaclonal variation of
micropropagated seedlings since in clonal
propagation the main purpose is the
maintenance of the genetic characteristics
of selected plants. Besides, to circumvent
situations in which the multiplication from
natural seeds is problematic, the
encapsulation of vegetative structures into
sodium alginate droplets and protocols for
cryopreservation of embryos and cell cultures
are also needed for the species.

CONCLUSIONS

Aiming at seeking the market valuation of the
fruits of Plinia spp., studies involving molecular
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approaches are necessary to resolve the
taxonomic uncertainties between species. In
addition, the establishment of
micropropagation protocols for jaboticabeira
is needed to overcome the difficulties related
to the vegetative propagation of these
species.
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5 CAPITULO Il

GERMINAGAO DE SEMENTES E CALOGENESE IN VITRO DE Plinia peruviana
(POIR.) GOVAERTS (MYRTACEAE)

RESUMO

A jabuticabeira (Plinia peruviana (Poir.) Govaerts) € uma espécie de dificil
cultivo e com longo periodo juvenil quando propagada por sementes. Para que a
espécie seja explorada comercialmente estudos basicos de propagagdo sédo
necessarios. Assim, o presente estudo tem por objetivo estabelecer um método de
germinagcdo das sementes e um protocolo de calogénese in vitro com
caracterizagdo anatdmica dos calos. Para germinacgdo in vitro foram testadas
meétodos de desinfestacdo das sementes, com etanol 70%, hipoclorito de sédio a
1,25% ou 2,5% por 10 ou 20 minutos, e enxague em agua ultrapura e autoclavada.
Para calogénese foram testadas duas fontes de explante, e cinco combinacdes de
ANA (acido naftalenoacético) e BAP (6-benzilaminopurina), além do tratamento
controle. Houve sucesso no estabelecimento de plantulas e os métodos de
desinfestacdo das sementes nao influenciaram significativamente nas variaveis
analisadas, indicando-se o Alcool 70% e a Agua ultrapura autoclavada que foi o
tratamento mais brando e com melhor IVG. A calogénese e rizogénese em
segmentos nodais ocorreu na auséncia ou presenga de ANA e BAP, e em discos
foliares somente com a adicao de reguladores de crescimento no meio de cultivo,
em doses iguais ou superiores a 540 uyM de ANA + 0,44 uM de BAP. O
desenvolvimento de raizes nos calos evidencia a ocorréncia de organogénese
indireta, no entanto, a rizogénese néao foi totalmente dependente da calogénese. A
partir de analises anatdmicas observa-se que os calos tém caracteristicas nao
embriogénicas com células parenquimaticas grandes, desorganizadas e
vacuolizadas. Para o estabelecimento in vitro de plantulas ndo é necessario o uso
de NaOCI na desinfestacdo das sementes, e obteve-se calogénese a partir de

segmentos nodais e discos foliares de plantulas previamente germinadas in vitro.

Palavras-chave: Jabuticabeira. Propagacéo in vitro. Caracterizagao anatémica.
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1 INTRODUGAO

Espécies de Myrtaceae destacam-se entre as fruteiras nativas do Brasil,
sendo considerada uma importante familia da flora brasileira a ser explorada
comercialmente. Entretanto, sdo necessarios estudos basicos relacionados a
propagacao dessas espécies. A jabuticabeira (Plinia peruviana (Poir.) Govaerts)
apresenta frutos com grande potencial, por possuirem elevado valor nutritivo, altos
teores de vitaminas do complexo B, principalmente B2 e niacina, e vitamina C, além
de sais minerais como ferro, calcio e fosforo (INADA et al., 2015). Além disso, a
jabuticabeira € uma rica fonte de antocianinas, classe de flavonoides
particularmente evidente em frutas de cor escura e com importantes propriedades
antioxidantes (ALBUQUERQUE et al., 2020).

Apesar do elevado potencial e aceitabilidade apresentado pelos frutos, um
dos obstaculos encontrados para a instalagdo de povoamentos de jabuticabeira
€ a sua propagacao, sendo considerada de dificil cultivo e com periodo juvenil
muito longo, oito a quatorze anos, quando propagada sexuadamente. Além disso,
as sementes apresentam caracteristicas de recalcitrancia perdendo rapidamente a
viabilidade quando armazenadas (SANTOS et al., 2021). Uma alternativa para
propagacao de espécies de dificil cultivo € a utilizagdo de técnicas de cultura de
tecidos, as quais apresentam diversas vantagens, tais como a possibilidade de
conservagao de germoplasma in vitro, propagagdo de clones superiores,
estabelecimento de culturas livres de patégenos, patenteamento de processos e
materiais obtidos pela biotecnologia, além de servirem de base para outras técnicas
biotecnolégicas, a exemplo da transformacao genética (LIMA et al., 2021).

A micropropagacéo visa promover a obtencao de plantas in vitro por meio de
duas rotas morfogenéticas: a organogénese e a embriogénese somatica, podendo
ocorrer de maneira direta ou indireta, sendo que esta segunda passa,
obrigatoriamente pela fase de calo (GUPTA et al., 2020). A calogénese € uma das
vias de regeneracao in vitro de plantas, que tem como principio formar células n&o
especializadas (desdiferenciadas), com capacidade de se diferenciar, originando
raizes, brotos e embrides somaticos (GOLLE et al., 2020a). A formagao de calos
ocorre em resposta dos explantes a condigdes quimicas (fatores nutricionais) e

fisicas (temperatura, luminosidade, pH), além do tipo de explante. Os calos sao
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propicios a proliferacdo e a morfogénese in vitro, ja que sao tecidos jovens e
desdiferenciados, o que lhes atribui possibilidades de uso (GOLLE et al.,
2020Db).

Para a micropropagacao, plantulas obtidas da germinagao in vitro podem ser
fracionadas e subcultivadas. A utilizacao de explantes provenientes de plantas
previamente estabelecidas in vitro torna a micropropagagao uma técnica viavel sob
o ponto de vista experimental e fisioldgico, se comparado a explantes retirados de
plantas adultas (PARANHOS et al., 2017). A vantagem desse tipo de material € a
disponibilidade de explantes assépticos com capacidade de crescimento em
resposta a aplicacéo de reguladores de crescimento (STEFENON et al., 2020). O
estabelecimento de protocolos de desinfestagao das sementes se torna necessario
para obtencdo de plantulas assépticas, visto que a contaminagdo microbiana é
responsavel por perdas consideraveis de material vegetal e se configura como um
importante ponto de controle na propagacao in vitro (ESPOSITO-POLESI, 2020).

Adicionalmente, estudos histolégicos tornam-se importantes para
caracterizar o processo € as vias de regeneracéao de plantas in vitro (BARRACO et
al., 2014). Sendo assim, o presente estudo tem por objetivo estabelecer um método
de germinagdo das sementes e um protocolo de calogénese in vitro para Plinia
peruviana, utilizando segmentos nodais e discos foliares como explantes de
plantulas previamente germinadas in vitro. Além da caracterizagdo dos calos a

partir de analises morfoanatémicas.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Germinagao in vitro de sementes e estabelecimento de plantulas

Para obtencdo das sementes, frutos maduros foram coletados diretamente
de uma planta adulta de jabuticabeira, sendo a coloragdo do epicarpo roxo escuro
e 0 bom estado fitossanitario os critérios de selegdo. A polpa dos frutos foi eliminada
manualmente a partir da lavagem em agua corrente, sendo possivel obter de uma
a trés sementes de diferentes tamanhos. A desinfestacdo das sementes foi
realizada em camara de fluxo laminar, com etanol 70% agitando por dois minutos,

solugdo de hipoclorito de sédio (NaOCI) na concentragao de 1,25% ou 2,5% com
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agitacdo por 10 ou 20 minutos, e enxague triplo em agua ultrapura e autoclavada
(Tabela 1). O meio de cultivo utilizado foi composto por agar Bio Basic (6,5g L") e

agua ultrapura, sendo autoclavado a 120°C e 1 atm de pressao por 18 minutos.

Tabela 1.Tratamentos utilizados na desinfestacdo das sementes de Plinia peruviana (Poir.)
Govaerts para realizagdo da germinagao in vitro.

Tratamentos Desinfestagdo das sementes
T1 Alcool 70%/ Agua ultrapura autoclavada
T2 Alcool 70%/ NaOCl 1,25% 10 min./ Ag. aut.
T3 Alcool 70%/ NaOCI 1,25% 20 min./ Ag. aut.
T4 Alcool 70%/ NaOCl 2,5% 10 min./ Ag. aut.
T5 Alcool 70%/ NaOCl 2,5% 20 min./ Ag. aut.

Apos a desinfestacdo as sementes foram inoculadas em tubos de ensaio
(150 mm x 25 mm) contendo 10 mL de meio de cultura (agar + agua ultrapura
autoclavada), sendo os mesmos fechados com papel aluminio e filme de PVC.
Apé6s transferidos para condigbes controladas em estufa incubadora BOD a
temperatura de 25 +1°C e fotoperiodo de 16 horas, com intensidade luminosa de
aproximadamente 40 umol m= s™! a partir de lampadas fluorescentes brancas.

A avaliacdo da germinagao teve inicio um dia apés inoculagao (d.a.i), com
intervalos de 3 a 60 dias. A referéncia utilizada para considerar as sementes
germinadas foi a emissao da radicula. Apos 60 dias de inoculagado determinou-se
a porcentagem de germinacao, formacao de plantulas normais (desenvolveram a
planta completa com caule e folhas), contaminacao e poliembrionia (sementes que
desenvolveram mais de uma plantula); altura da parte aérea da maior plantula (cm)
e comprimento da maior raiz (cm); numero de plantulas por semente, folhas, nos
caulinares e raizes; e o indice de velocidade de germinacéo (IVG) a partir da

formula:

IVG =G1/T1+ G2/T2 + ... Gn/Tn
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Onde G= numero de sementes germinadas em determinada contagem e T=

numero de dias da semeadura a 12, 22, ... 602 avaliagao.

Delineamento experimental e analise estatistica

O experimento de germinagao in vitro foi instalado em delineamento
inteiramente casualizado. Cada tratamento com 5 repeti¢des, sendo cada repeti¢cao
composta por 10 sementes, totalizando 250 sementes no experimento. Utilizou-se
uma semente por tubo de ensaio. Foi realizada a analise de variancia (ANOVA) e
a comparagao de médias pelo Teste de Tukey (p<0,05), utilizando-se programa
estatistico Genes (CRUZ, 2013).

2.2 Indugao da calogénese in vitro

Para o experimento de calogénese foram utilizados segmentos nodais e
discos foliares de plantulas previamente estabelecidas in vitro com 60 dias de
cultivo. O meio de cultivo utilizado foi o MS1/2 (metade da concentragado de
macronutrientes, micronutrientes e vitaminas) (MURASCHIGE; SKOOG, 1962),
suplementado com 30 g L' de sacarose, 5,5 g L' de agar Bio Basic, 0,25 g L' dos
antioxidantes acido citrico (esterilizado a frio e adicionado ao meio de cultivo apds
a autoclavagem) e polivinilpirrolidona (PVP). O pH foi ajustado para 5,8 £0,1 antes
do meio ser semi-solidificado, e apds autoclavado a 120°C e 1 atm de presséo por
18 minutos.

Foram utilizados como explantes segmentos nodais (1,0 cm) de diferentes
posi¢cdes do ramo (inoculados horizontalmente no meio de cultivo) e discos foliares
(1,0 cm?) (inoculados com a face abaxial em contato com o meio de cultura). Foram
testadas cinco combinagbées de ANA (acido naftalenoacético) e BAP (6-
benzilaminopurina), além do tratamento controle caracterizado pela auséncia de
reguladores de crescimento (Tabela 2). Em condigbes assépticas os explantes
foram excisados e colocados em placas de Petri (90 X 15 mm) contendo 25 mL de
meio de cultura, sendo fechados com filme de PVC e entdo transferidos para
condicdes controladas de ambiente em BOD com temperatura de 25 £1°C e

mantidos no escuro.
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Tabela 2. Tratamentos utilizados para inducdo da calogénese em segmentos nodais e discos
foliares de Plinia peruviana (Poir.) Govaerts.

Tratamentos Concentragdes hormonais
T Controle (sem reguladores de crescimento)
T2 2,70 uM de ANA + 0,22 uM de BAP
T3 5,40 uM de ANA+ 0,44 uM de BAP
T4 8,1 uM de ANA+ 0,66 uM de BAP
T5 10,80 uM de ANA + 0,88 uM de BAP
T6 13,5 yM de ANA + 1,1 uM de BAP

As culturas foram subcultivadas a cada 30 dias (meios idénticos de indug¢ao
da calogénese), e 60 d.a.i. foram avaliados a porcentagem de formagao de calos a
partir de segmentos nodais e discos foliares, além do tipo (friavel ou compacto) e
coloragédo dos calos. Adicionalmente, aos 100 d.a.i. avaliou-se o percentual de
calos rizogénicos obtidos.

Delineamento experimental e analise estatistica

O experimento foi instalado em delineamento em esquema fatorial (2x6),
onde os tratamentos analisados foram os tipos de explantes (dois — segmentos
nodais e discos foliares) e as concentragdes dos reguladores de crescimento (seis),
constituindo 12 tratamentos. Cada tratamento com quatro repeticbes compostas
por cinco explantes cada, totalizando 240 explantes no experimento. Utilizou-se
para cada repeticdo uma placa de Petri. Foi realizada a analise de variancia
(ANOVA) e a comparacao de médias pelo Teste de Tukey (p<0,05), utilizando-se
programa estatistico Genes (CRUZ, 2013).

2.3 Analises anatomicas

As amostras de calos obtidos aos 100 dias a partir de segmentos nodais e

discos foliares foram fixadas em formaldeido 4% em tampao fosfato 0,1 M (pH 7,2),
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a temperatura ambiente sob vacuo por 24 h. Posteriormente foi realizada a lavagem
no mesmo tampao por duas vezes, e apds a desidratagao em série etilica (40, 50,
60, 70, 80, 90 e 100%) permanecendo por uma hora em cada concentragéo. Apos
as amostras foram pré-infiltradas em historresina: etanol 100% (1:1) durante 48
horas e, em seguida realizou-se a infiltragcdo com resina de hidroxietil metacrilato
(Leica Historesina), seguindo as recomendagdes do fabricante.

Anadlises anatbmicas foram realizadas apenas nos tratamentos que
promoveram resultados visuais mais promissores para a calogénese (Para
segmentos nodais utilizou-se os calos obtidos através do Tratamento 2. Para discos
foliares os obtidos do Tratamento 4). Cortes de 6 ym de espessura foram obtidos
com uso de micrétomo rotativo (RM 2255, Leica), distendidos e aderidos as laminas
microscopicas em placa aquecida a 40°C, e corados com azul de toluidina a 0,05%
em tampao fosfato 0,1 M (pH 6,8) (O’'BRIEN et al., 1965). A analise e documentagao
fotografica foram realizadas em microscopio Optico Zeiss equipado com software
Guide ZEN 2 (blue edition).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Germinagao in vitro de sementes e estabelecimento de plantulas

Os métodos de desinfestacdo n&o influenciaram significativamente nos
percentuais de germinacéao in vitro das sementes de P. peruviana (Tabela 3). A
germinacao foi alta e variou de 96% a 100%, demonstrando que o meio de cultivo
agar + agua foi o suficiente para promover a germinacao (Figura 1 — A, B, C e D).
Resultado semelhante foi relatado por Wagner Junior et al. (2011) ao testarem
diferentes tamanhos de sementes de jabuticabeira, obtendo percentuais de
germinacado em casa de vegetacdo de até 100% para P. peruviana e 99,1% para
P. jabuticaba (Vell.) Berg. Santos et al. (2019) ao estudarem a germinacao in vitro
de jabuticabeiras obtiveram percentuais de germinacédo de 68 a 74% e Picolotto et
al. (2007) de 0% a 8%, resultados inferiores aos encontrados para P. peruviana.
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Tabela 3. Percentuais de germinagao, plantulas normais e contaminacéo, e indice de velocidade de
germinacgao (IVG) obtidos a partir da germinagéo in vitro de Plinia peruviana (Poir.) Govaerts, apds as
sementes serem submetidas a métodos de desinfestagao aos 60 dias apos inoculagao.

DESINFESTACAO DAS Germinacao Plantulas Contaminacéo VG
SEMENTES (%) normais (%) (%)

T1 98 34 2 3,46

T2 96 28 2 2,42

T3 98 34 4 2,6

T4 100 40 0 2,7

T5 98 30 4 2,4

Média 98 ns 33,2 ns 1,5ns 2,71

* ns: N&o significativo. T1: Alcool 70%/ Agua ultrapura autoclavada; T2: Alcool 70%/ NaOCI 1,25% 10
min./ Agua ultrapura autoclavada; T3: Alcool 70%/ NaOCI 1,25% 20 min./ Agua ultrapura autoclavada;
T4: Alcool 70%/ NaOCI 2,5% 10 min./ Agua ultrapura autoclavada; T5: Alcool 70%/ NaOCI 2,5% 20 min./
Agua ultrapura autoclavada.

Hartmann et al. (2011) relata que as mudas de jabuticabeira ndo se
desenvolvem de forma sincrbnica, podendo nao formar plantas completas. O
percentual de desenvolvimento de plantulas normais foi baixo em relagao aos altos
percentuais de germinagéo obtidos, ndo diferindo significativamente e variando de
28 a 40% (Tabela 3). Dias et al. (2011) ao testar o uso de diferentes substratos e
temperaturas na germinagao de P. cauliflora (Mart.) Kausel, obteve a formagao de
plantulas normais variando de 0 a 50%, com maior porcentagem a temperatura de
20 — 30°C e substrato terra + areia + esterco.

A contaminagdo microbiana se configura como um importante ponto de
controle e cuidado dentro da cultura de tecidos, sendo responsavel por perdas
consideraveis de material vegetal (ESPOSITO-POLESI, 2020). Os percentuais de
contaminacgao fungica e endofitica foram baixos, variando de 0 a 4% e ocorrendo
até os 15 d.a.i (Tabela 3), determinando o sucesso do estabelecimento in vitro de
plantulas assépticas de jabuticabeira. Possivelmente, os baixos percentuais de
contaminagao podem ser decorrentes da ndo adigao de carboidratos e MS em meio

de cultura, que podem potencializar o desenvolvimento de microrganismos.
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Figura 1. Germinagao in vitro de Plinia peruviana (Poir.) Govaerts em meio de cultura contendo agar
e agua ultrapura aos 60 dias apds inoculagéo. As sementes foram desinfestadas com alcool 70% +
agua ultrapura autoclavada (A, C e D) e alcool 70% + hipoclorito de s6dio a 1,25% por 10 minutos
+ agua ultrapura autoclavada (B). A e B: Obtencdo de uma plantula de jabuticabeira a partir de uma
semente. C e D: Poliembrionia evidente através da obtencdo de mais de uma plantula de
jabuticabeira a partir de uma semente. Barras = A, B, Ce D: 1,0 cm.

Picolotto et al. (2007) avaliaram a desinfestacdo das sementes de
jabuticabeira utilizando hipoclorito de sédio a 2,5 e 5%, e obteve contaminagao de
10 e 2%, respectivamente. Em contrapartida, os percentuais de germinacgéo obtidos
foram muito baixos (0 a 8%). De acordo com Palu et al. (2011), o uso de solugdes
desinfestantes pode causar fitotoxicidade e ser um fator limitante para o
desenvolvimento dos explantes. A agao fitotdxica geralmente ocorre devido a
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disturbios da sintese de proteinas e acao inibitéria na sintese de RNAs e ATPs,
com interferéncia nos sistemas de energia da planta. No presente estudo, a
concentragdo de NaOCI utilizada foi igual ou menor que Picolotto, a contaminagao
foi semelhante e a germinagédo superior, pressupondo que possivelmente nao
houve acgao fitotdxica.

O indice de velocidade de germinacao (IVG) relaciona o numero de
sementes germinadas por unidade de tempo. Quanto maior o IVG, maior sera a
velocidade de germinagao, o que permite inferir que mais vigoroso € o lote de
sementes (NAKAGAWA, 1999). O uso de alcool 70% + agua ultrapura autoclavada
(T1) mostrou o maior IVG (3,46), sendo que nos demais tratamentos esses indices
foram menores e semelhantes (2,4 a 2,7), podendo o NaOCI ter interferido na
velocidade de germinacdo das sementes (Tabela 3). Danner et al. (2006) ao
estudar a germinacao de Plinia trunciflora (O. Berg) Kausel em casa de vegetacao,
obteve IVG variando de 0,77 a 1,31 conforme o tipo de substrato utilizado. Rossa
et al. (2010) reportaram um IVG de 0,33 a 1,12 em sementes recebendo diferentes
tratamentos pré-germinativos.

Segundo Donadio (2000) a germinagéo de sementes de jabuticabeira ocorre
entre 10 e 40 dias apds a semeadura. No presente estudo o tempo necessario para
as sementes de P. peruviana germinarem foi de aproximadamente um més e meio,
iniciando a germinacgao 7 d.a.i. (T1), 10 d.a.i. (T2 e T3) e 13 d.a.i. (T4 e T5), e
estendendo-se até os quarenta e seis dias. Para Wagner Junior et al. (2006) a
germinagao de P. peruviana aconteceu 22 dias apdés semeadura, e para P.
cauliflora (Mart.) Kausel e P. jabuticaba (Vell.) Berg aos 17 dias. O aparecimento
dos cotilédones foi utilizado como referéncia para marcar o inicio do processo
germinativo por Wagner Junior, podendo o maior periodo para germinagao das
sementes ser decorrente disso.

O hipoclorito de soédio pode ter apresentado efeito fitotoxico nas sementes
de jabuticabeira, pois na sua auséncia a germinagao foi precoce e com o0 aumento
na concentragao houve um atraso diretamente proporcional. Segundo Barral e Paz
et al. (2018) e Paradelo (2011), a fitotoxicidade é a capacidade de substancias
especificas em causar danos, sejam eles duradouros ou temporarios em plantas,

através do atraso ou inibicdo na emergéncia, ou ainda afetar o crescimento da
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planta, perda da planta inteira ou partes, necrose, modificacdo na cor e
deformagdes.

Neste experimento, ficou evidente a presenga de sementes poliembridnicas
(Figura 1 — C e D) em P. peruviana, com poliembrionia observada em 125 sementes
das 250 inoculadas (50%). Resultados inferiores foram encontrados por Santos et
al. (2019) e Danner et al. (2011) para Plinia jabuticaba (Vell.) Berg e Plinia cauliflora
(Mart.) Kausel, com percentuais de poliembrionia em média de 16% e 29,2%,
respectivamente. As sementes que apresentam mais de um embrido sao
denominadas de poliembribnicas, e em Plinia spp. ocorre poliembrionia podendo
chegar até 5 embrides (DANNER et al., 2011).

Neste estudo, observaram-se de uma a cinco plantulas por semente, com
numero medio de 1,69. As sementes que desenvolveram mais de uma pléntula
tiveram seu estabelecimento prejudicado, uma vez que, em sua maioria nao
formaram plantas completas (Figura 1 — C e D). A obtengdo de mais de uma
plantula por semente confirma a ocorréncia de poliembrionia nas jabuticabeiras.
Segundo Salla (2016) a ocorréncia da poliembrionia nas sementes de jabuticaba
pode ser devido a formagéao de embrides por apomixia, os quais geram plantulas
clones da planta matriz. A autora acredita que o sistema de reproducdo da
jabuticabeira pode ser do tipo misto, que inclui além da apomixia, a geragao de
plantulas por fecundacao cruzada e autofecundacao.

Apesar do uso de diferentes métodos de desinfestagcdo, ndao houve
diferencas significativas no crescimento in vitro das plantulas de P. peruviana
(Tabela 4). A altura média da parte aérea foi de 2,26 cm, semelhante ao encontrado
por Wagner Junior et al. (2011) de 2,45 cm. Enquanto Santos et al. (2019) obtiveram
média superior para Plinia jabuticaba (Vell.) Berg de 5,69 cm em meio de cultivo
liquido e 4,25 cm em meio semi-solido, podendo a suplementagcdo com MS/2 ter
favorecido o desenvolvimento. O numero médio de folhas obtido foi de 1,98,
enquanto Wagner Junior et al. (2006) utilizando sementes de jabuticaba
classificadas entre 6-8 mm, obtiveram numero de folhas de 1,78 apds 46 dias de
cultivo ex vitro.

Na propagacgao in vitro, plantulas que desenvolvem maior numero de
segmentos nodais ou gemas axilares como fonte de propagulos sao preferidas
(TORRES et al., 1998), onde se obteve no presente trabalho apdés 60 dias de
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Tabela 4. Altura da maior parte aérea (cm), numero de folhas, nimero de nds caulinares, nUmero de raizes
e comprimento da maior raiz (cm), obtidos a partir da germinacao in vitro de Plinia peruviana (Poir.) Govaerts
apods as sementes serem submetidas a diferentes métodos de desinfestagao aos 60 dias apds inoculagao.

DESINFESTACAO DAS Parte aérea N° de N° de nés N° de Raiz
SEMENTES (cm) folhas caulinares raizes (cm)

T1 2,30 1,7 3,04 2,28 5,36

T2 2,13 1,8 3,28 2,28 5,38

T3 2,27 2,16 3,14 2,12 5,14

T4 2,44 2,52 2,98 2,40 5,01

T5 2,17 1,68 2,60 2,12 5,46

Média 2,26 ns 1,98 ns 3,01 ns 2,24 ns 5,27 ns

* ns: Nao significativo. T1: Alcool 70%/ Agua ultrapura autoclavada; T2: Alcool 70%/ NaOCI 1,25% 10 min./
Agua ultrapura autoclavada; T3: Alcool 70%/ NaOCI 1,25% 20 min./ Agua ultrapura autoclavada; T4: Alcool
70%/ NaOCI 2,5% 10 min./ Agua ultrapura autoclavada; T5: Alcool 70%/ NaOCI 2,5% 20 min./ Agua ultrapura
autoclavada.

inoculacdo uma média de 3,01 nds caulinares por semente. A média de raizes para
jabuticabeira foi de 2,24 enquanto Santos et al. (2019) obtiveram média inferior para
P. jabuticaba (Vell.) Berg, com formagé&o de raizes de 0,80 e 0,65 em meio de cultivo
liquido ou semisdlido, respectivamente.

O tamanho médio da raiz obtido foi de 5,27 cm, enquanto Alexandre et al.
(2006) ao testar a germinagao das sementes de Plinia jabuticaba (Vell.) Berg
oriundas de trés estadios de maturagdo obteve média de raizes de 4,67 cm (fruto
firme e parcialmente maduro), 5,19 cm (fruto firme e maduro) e 4,63 cm (fruto
coletado do solo e sem firmeza). A escolha do estagio de maturagdo do fruto
utilizado em testes de germinagdo é crucial para garantir o desenvolvimento
fisiologico com maximo de expressao de vigor (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012).
No presente estudo, utilizaram-se frutos firmes e maduros obtendo-se resultado
semelhante ao encontrado por Alexandre e colaboradores ao utilizar o fruto nesse

estadio de maturacéo.

3.2 Indugao da calogénese in vitro

A formacédo de calos iniciou-se aproximadamente aos 30 dias apds a
inoculaggo em meio de cultivo. As diferentes concentragbes hormonais

influenciaram significativamente nos percentuais de calogénese em segmentos



79

nodais e discos foliares. Para segmentos nodais o desenvolvimento de calos
iniciou-se nas regides do corte e gemas axilares, ocorrendo na auséncia ou
presenca de reguladores de crescimento com média geral de calogénese de
71,66% (Figura 1). O maior percentual de calos foi no tratamento controle (T1) com
90%, nao diferindo dos meios de cultivo suplementados com 2,70 yM ANA + 0,22
MM BAP (T2 — 80%) e 5,40 uM ANA+ 0,44 uM BAP (T3 - 85%), nos demais
tratamentos os percentuais foram inferiores e variaram de 45 a 70%. O melhor

desenvolvimento visual, ou seja, os maiores calos ocorreram em T2 e T3.
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Figura 2. Calogénese em Plinia peruviana (Poir.) Govaerts, obtido a partir de segmentos nodais e
discos foliares apds serem submetidos a diferentes concentragées hormonais. T1: Controle (sem
reguladores de crescimento); T2: 2,70 uM de ANA + 0,22 uM de BAP; T3: 5,40 uM de ANA + 0,44
uM de BAP; T4: 8,1 uM de ANA + 0,66 uM de BAP; T5: 10,80 uM de ANA + 0,88 uM de BAP; T6:
13,5 uM de ANA + 1,1 yM de BAP. Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas, dentro de
diferentes explantes, e mailsculas, dentro dos mesmos explantes, ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

Stefenon et al. (2020) corroboram ao estudar a calogénese em segmentos
nodais de Eugenia uniflora L., no qual obtiveram calos tanto na auséncia como
presenca de reguladores de crescimento, e alguns desses calos apresentaram
caracteristicas embriogénicas. O aumento nas concentragdes dos reguladores de
crescimento no meio de cultura, nao implica, necessariamente, no melhor
desenvolvimento de Saccharum officinarum L., havendo um limite sutil entre a
indugédo e a inibigdo, o que é especifico para cada espécie vegetal (VIEIRA et al.,
2009).
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Para discos foliares o desenvolvimento de calos iniciou-se na regido do corte
e préximo a nervura principal, e foi dependente da adicdo de hormdnios exdgenos
em meio de cultivo, em concentragdes iguais ou superiores de 5,40 uM ANA + 0,44
MM BAP (T3) com média geral de calogénese de 34,16% (Figura 1). Semelhante
ao observado no presente estudo, ndo houve a formacao de calos na auséncia
de reguladores de crescimento em explantes foliares de Caryocar brasiliense
Camb. (Caryocaraceae), Theobroma grandiflorum Schum. (Malvaceae),
Calotropis gigantea R.Br. (Apocynaceae) e Salix humboldtiana Willd.
(Salicaceae). Os autores relatam a importancia dos reguladores de crescimento
na indugao a desdiferenciagao celular, os quais muitas vezes sdo necessarios
(LEDO et al., 2002; LANDA et al., 2000; ROY et al., 2000; SANTOS et al., 2005).

O maior percentual de calos em discos foliares foi obtido utilizando 5,40 uM
ANA + 0,44 uM BAP (T3 - 55%), nao diferindo significativamente de 8,1 yM ANA +
0,66 uMBAP (T4); 10,80 uM ANA + 0,88 uMBAP (T5); 13,5 uMANA + 1,1 uM BAP
(TB) com 50% de calogénese. Nos tratamentos com maiores doses hormonais (T4
a T6) o desenvolvimento dos calos foi mais vigoroso, diferentemente do que foi
observado em segmentos nodais. De maneira geral, combinagbes de ANA + BAP
sao favoraveis a calogénese, especialmente quando a proporg¢ao de auxina for mais
elevada em relagéo a citocinina (SANTOS et al., 2005; LANDA et al., 2000).

Golle et al. (2020b) ao avaliar o efeito de diferentes reguladores de
crescimento, isolados ou em combinacéao (2,4-D, ANA e BAP) sobre a calogénese
em discos foliares de Eugenia involucrata DC. obtiveram percentuais semelhantes
ao encontrado no presente estudo, com desenvolvimento de calos em todos os
tratamentos com média geral de 64,8%. Enquanto para Silveira et al. (2020) a
calogénese em P. peruviana foi de até 42,5 e 22,5%, ao utilizar o 2,4-D e Picloram,
respectivamente.

Ao comparar o crescimento de calos em segmentos nodais e discos foliares
dentro da mesma concentragdo de reguladores de crescimento, houve diferenca
significativa nos tratamentos T1 (90 e 0%), T2 (80 e 0%) e T3 (85 e 55%). Enquanto
para os tratamentos T4 (60 e 50%), TS (45 e 50%) e T6 (70 e 50%) ndo houve
diferenga, com percentuais expressos para segmentos nodais e discos foliares,

respectivamente. As porcentagens de calogénese foram melhores quando se
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utilizou como fonte de explantes segmentos nodais, porém os calos foram
visualmente maiores nos discos foliares.

De maneira geral, os calos formados apresentaram caracteristicas bem
variadas independente do meio de cultivo e explante utilizado, em sua maioria
compactos e alguns friaveis, com coloragcado variando desde o branco, amarelo-
claro, verde-claro até o marrom-claro ou escuro, respectivamente (Figura 2 — A, B,
C e D). A formacéo de calos esta fortemente associada a desdiferenciac&o celular,
embora a formagao de calos deva ser considerada adequadamente como um tipo
de transdiferenciacao celular coordenada por respostas ao estresse, horménio e
desenvolvimento. A interacdo entre os tecidos do explante e as condigdes de
cultura resulta em calos com morfologias diversas, bem como comportamentos

distintos no desenvolvimento posterior (FEHER, 2019).

Figura 3. Calogénese e rizogénese in vitro de Plinia peruviana (Poir.) Govaerts obtida a partir de
segmentos nodais (A, B, C, D, E) e discos foliares (F) de plantulas germinadas in vitro, em meio de
cultivo suplementado com 5,40 yuM de ANA + 0,44 uM de BAP (A, B, F), 8,1 uM de ANA + 0,66 uM
de BAP (C), 13,5 uM de ANA + 1,1 uM de BAP (D) e 2,70 uM de ANA + 0,22 uM de BAP (E) aos 60
e 100 dias apos inoculagao, para calogénese e rizogénese, respectivamente. Abreviagbes: (Ca)
calo; (Ex) explante; (Ra) raiz. Barras = A, B, Ce D: 0,2cm; Ee F: 0,4 cm.



82

Aos 90 dias de cultivo, aproximadamente, iniciou-se a formagao de raizes a
partir dos calos (Figura 2 — E e F). A formacéao de raizes adventicias € um processo
complexo, pois envolve multiplos fatores endégenos da planta, reguladores de
crescimento e fatores ambientais (SORIN et al., 2005). Além disso, esse resultado
enfatiza a teoria referente ao balanco entre reguladores de crescimento, no qual se
espera que concentragdes elevadas de auxinas induzam a rizogénese, servindo
como parametro para avaliar a capacidade morfogénica dos explantes
(HINOJOSA, 2000).

Os calos apresentaram caracteristicas ndo embriogénicas, com células
parenquimaticas grandes, desorganizadas e vacuolizadas (Figura 3). Calos
embriogénicos e ndo embriogénicos diferem ndo apenas em sua morfologia externa
e comportamento durante a cultura in vitro, mas também em caracteristicas
celulares e fisiologicas. Células grandes, com vacuolo proeminente e baixa razao
nucleo/citoplasma s&o caracteristicas de calos ndo embriogénicos (SHANG et al.,
2009; SILVEIRA et al.,, 2013). Em contrapartida, calos embriogénicos s&o
caracterizados por apresentar células de citoplasma denso, redondas, compactas,
organizadas e de pouca vacuolizacdo (FEHER, 2005). Além disso, é possivel
observar no corte histolégico o desenvolvimento de raiz a partir do calo (Figura 3 —
B).
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Figura 4. Aspectos histologicos de calos obtidos a partir de segmentos nodais e discos foliares de
plantulas germinadas in vitro de jabuticabeira (Plinia peruviana (Poir.) Govaerts). A e B: Cortes
histoldgicos de calos ndo embriogénicos obtidos a partir de segmentos nodais em meio de cultura
contendo 2,70 yM de ANA + 0,22 uM de BAP (T2). C e D: Cortes histolégicos de calos nao
embriogénicos obtidos a partir de discos foliares em meio de cultura contendo 8,1 uM de ANA + 0,66
UM de BAP (T4). Abreviagdes: (Ca) calo; (Ex) explante; (Ra) raiz. Barras = A: 50 um; B: 500 ym; C:
50 um; D: 100 pm.

3.3 Calos rizogénicos em segmentos nodais e discos foliares

As diferentes concentragdes de reguladores de crescimento influenciaram
significativamente nos percentuais de calos rizogénicos em segmentos nodais
(Figura 4), ocorrendo na sua auséncia ou presenca com média de rizogénese de
25,83%. O maior percentual obtido foi quando o meio de cultivo foi suplementado
com 2,70 uM de ANA + 0,22 uM de BAP (T2 — 65%), nao diferindo ao ser utilizado
5,40 uM de ANA + 0,44 pM de BAP (T3 — 40%). Nos demais meios de cultivo os
percentuais foram inferiores e variaram de 5 a 25%, inferindo que as maiores
concentragdes hormonais ndo implicam necessariamente nos melhores resultados,

havendo um limite sutil entre a inducéo e inibicdo, como ja relatado anteriormente.
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Em relacdo a formagédo de raizes em calos oriundos de discos foliares
(Figura 4), ndo houve diferenca significativa entre as concentragées hormonais
testadas. As estruturas radiculares originaram-se quando se utilizou concentragoes
iguais ou maiores que 5,40 uM de ANA + 0,44 uM de BAP (T3) com média geral de
10%, resultado inferior ao encontrado em segmentos nodais. Quando o meio de
cultivo foi suplementado com 5,40 yM de ANA + 0,44 uM de BAP (T3) e 10,80 uM
de ANA + 0,88 uM de BAP (T5) o percentual de calos rizogénicos foi de 20%. Nos
demais tratamentos foram de 5 e 15%, ao ser adicionado ao meio 13,5 uM de ANA
+ 1,1 uM de BAP (T6) e 8,1 uM de ANA + 0,66 uM de BAP (T4), respectivamente.
Golle et al. (2020a) ao utilizar discos foliares de Eugenia involucrata DC. em meio
de cultura com adicao de 10 yM de ANA, obteve calos rizogénicos em 33,3% dos
explantes apos 90 dias de inoculagdo. Em contrapartida, ao adicionar diferentes

combinagdes de ANA e BAP nao houve rizogénese.
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Figura 5. Calos rizogénicos em Plinia peruviana (Poir.) Govaerts obtidos aos 100 dias apods
inoculagdo, a partir de segmentos nodais e discos foliares ao serem submetidos a diferentes
concentragdes hormonais. T1: Controle (sem reguladores de crescimento); T2: 2,70 uM de ANA +
0,22 uM de BAP; T3: 5,40 uM de ANA + 0,44 uM de BAP; T4: 8,1 uM de ANA + 0,66 uM de BAP;
T5: 10,80 uM de ANA + 0,88 uM de BAP; T6: 13,5 uM de ANA + 1,1 uM de BAP. Médias seguidas
pelas mesmas letras minusculas, dentro de diferentes explantes, e maiusculas, dentro dos mesmos
explantes, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

Ao comparar o crescimento de calos rizogénicos em diferentes explantes
dentro da mesma dose hormonal, houve diferenga significativa apenas no
tratamento 2 (65 e 0%). Para o tratamentos 1 (25 e 0%), T3 (40 e 20%), T4 (5 e
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15%), TS5 (15 e 20%) e T6 (5 e 5%), ndo houve diferenga com percentuais expressos
para segmentos nodais e discos foliares, respectivamente (Figura 4). Além disso,
em alguns casos, as raizes surgiram diretamente dos explantes, evidenciando a
ocorréncia de organogénese direta (LEMOS, 2015). Taiz e Zeiger (2004)
correlacionam a formagcao de raizes adventicias a atividades auxinicas, € no
presente estudo pode ser pelo fato da maior relagao auxina:citocinina no meio de
cultivo.

A formacao de raizes mostrou a existéncia de determinagao e competéncia
celular para uma nova formacao de estruturas organizadas denominadas 6rgaos
(TERMIGNONI, 2005), sendo possivel a morfogénese a partir de calos de
jabuticabeira. Estes resultados podem servir como referéncia para a rizogénese da
especie, visto a dificuldade de enraizamento através dos métodos convencionais
de propagacao vegetativa.

Segundo Fett-Neto et al. (2001) a rizogénese adventicia € um fator essencial
nos processos de propagacéao vegetativa, sendo que, reguladores de crescimento,
estado nutricional, caracteristicas genéticas e componentes fendlicos, atuam de
forma marcante sobre estas rotas. Adicionalmente, as estruturas radiculares
formadas a partir dos calos, além de assépticos sdo extremamente juvenis, e
podem ser utilizados como fonte de explantes para o cultivo in vitro. Hu et al.
(2008) e Vilela et al. (2019) ao estudarem a micropropagagcao de Lycium
barbarum L. e Elaeis guineenses Jacq. observaram a formacido de calos

embriogénicos a partir do cultivo de raizes.

4 CONCLUSAO

Nao ha necessidade de uso de NaOCI para o estabelecimento in vitro de
pléntulas de jabuticabeira, indicando-se assim, o alcool 70% e a agua ultrapura
autoclavada (T1) para desinfestacado das sementes com germinacao de 98%.

Para calogénese e rizogénese em segmentos nodais indica-se o uso de 2,70
MM de ANA e 0,22 uM de BAP (T2) em meio de cultura. O percentual de formagao
de calos e raizes adventicias nesse tratamento foi de 80 e 65%, respectivamente.

Em discos foliares indica-se o uso de 8,1 yM de ANA + 0,66 uM de BAP (T4)
para calogénese, € 0 uso de 540 uM de ANA + 0,44 uM de BAP (T3) para
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rizogénese. O percentual de formagdo de calos e raizes adventicias nesses
tratamentos foi de 50 e 20%, respectivamente.

Houve formacgao de raizes diretamente a partir dos explantes (organogénese
direta) ou indiretamente a partir dos calos (organogénese indireta). Calos obtidos

nao apresentam potencial embriogénico.
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6 CAPITULO 1l

EMBRIOGENESE SOMATICA DIRETA EM Plinia peruviana (POIR.) GOVAERTS
(MYRTACEAE)

RESUMO

Myrtaceae € considerada uma importante familia da flora brasileira a ser
explorada comercialmente. Dentre as espécies da familia encontra-se Plinia
peruviana (Poir.) Govaerts conhecida popularmente como jabuticabeira, com frutos
ricos em compostos fendlicos que conferem as jabuticabas propriedades
medicinais. Ainda ndo foram estabelecidos métodos eficientes de propagacéo para
a espécie, que assegurem a formagao de pomares comerciais em curto espaco de
tempo. Assim, o presente estudo teve por objetivo estabelecer um protocolo de
indugdo da embriogénese somatica a partir de explantes obtidos de sementes
maduras de P. peruviana, bem como realizar a caracterizacdo morfoanatémica e
ultraestrutural de calos e/ou embrides somaticos. Foram testadas trés
concentracdes de 2,4-D: 10; 20 e 30 uM em quatro tempos de exposigcao: 1, 3,5 e
7 dias, além do tratamento controle. A formacao de embrides somaticos ocorreu de
maneira direta e assincrona, e foi dependente da adicdo de 2,4-D em meio de
cultura. A concentracao de 20 uM de 2,4-D por 5 dias de exposi¢ao (T8) promoveu
o maior percentual de formagao (26,66%). Houve anormalidades morfolégicas com
embrides fusionados, além da auséncia e formacdo de apenas um ou multiplos
cotilédones. Para calogénese a concentracdo de 20 uM de 2,4-D por 1 dia de
exposicao (T6) promoveu o melhor percentual de formagéo (20%), com calos com
morfologia e coloragdo diversa. A partir das analises microscépicas foi possivel
caracterizar os embrides em diferentes estadios de desenvolvimento e identificar
embrides andmalos, e os calos obtidos apresentam células ndo embriogénicas. O
tratamento mais responsivo e indicado para formagéao de embrides somaticos foi o

tratamento 8, e para calogénese o tratamento 6.

Palavras-chave: Embrides somaticos. Calos. Caracterizacdo morfoanatémica e

ultraestrutural.
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1 INTRODUGAO

A jabuticabeira (Plinia peruviana (Poir.) Govaerts) é uma espécie nativa do
Brasil e pertence a familia Myrtaceae (SANTOS et al., 2021). Seus frutos sao
apreciados para consumo in natura ou processados (DUARTE; PAULL, 2015),
sendo ricos em compostos fendlicos, que conferem as jabuticabas propriedades
medicinais (CALLONI et al., 2015; BORGES et al., 2014; WU et al., 2012, 2013;
ABE et al., 2012). A principal forma de propagacao € por meio de sementes, porém
ha um longo periodo de juvenilidade que pode se estender por até 14 anos
(CASSOL et al.,, 2015). Nas sementes ocorre poliembrionia e sédo classificadas
como recalcitrantes (DUARTE; PAULL, 2015; HOSSEL et al., 2013; DANNER et
al., 2011).

Ainda nao foram estabelecidos métodos eficientes de propagacao
vegetativa, que assegurem a formagao de pomares comerciais em curto espacgo de
tempo (DANNER et al., 2006). Os problemas relacionados a propagacao vegetativa
convencional da espécie referem-se a baixa taxa de enraizamento e auséncia de
estudos relacionados ao desenvolvimento a longo prazo das mudas a campo
(CASSOL et al., 2015; SASSO et al., 2010a; SASSO et al., 2010b; DANNER et al.,
2006; PEREIRA et al., 2005).

Por ser uma espécie ndo domesticada, os bancos de germoplasma da
jabuticabeira sado restritos a pequenas colegcbes de plantas em instituicdes de
pesquisa, € ndo ha a delimitagdo de clones com caracteristicas agronémicas
superiores (WAGNER JUNIOR et al., 2022). Adicionalmente, a escassez de
programas de melhoramento esta associada a alta variabilidade e diversidade
genética das populagdes. Estudos englobando biologia molecular, formas de
reprodugdo, caracterizacdo de germoplasma e propagagdo vegetativa da
jabuticabeira s&o necessarios (CITADIN et al., 2010).

A cultura de tecidos surge como alternativa para produgcédo de um grande
numero de plantas selecionadas (gendtipos superiores), com boas condigbes
fitossanitarias e em curto periodo de tempo (STEFENON et al., 2020a; PINHEIRO
et al., 2019; PARANHOS et al.,, 2017). Dentre as técnicas utilizadas para a

producao in vitro de plantas, a embriogénese somatica pode ser utilizada como uma
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alternativa para a propagacédo em larga escala de espécies recalcitrantes a outros
métodos de propagagéo convencionais (PENG et al., 2020).

A embriogénese somatica € um exemplo da alta plasticidade que as células
vegetais exibem, onde a técnica explora o potencial morfogénico celular decorrente
da exposicao de diferentes fontes de explantes a condi¢des de estresses e/ou
reguladores de crescimento (STEFENON et al., 2020b; FEHER, 2015). H4 uma
correlagao direta entre o grau de poliembrionia in vivo e respostas embriogénicas
na cultura in vitro, sugerindo-se uma relagéo entre os genes expressos em especies
que apresentam poliembrionia e aqueles expressos durante a embriogénese
somatica (NAKANO et al., 2013). Assim, o processo de formacdo de embrides
somaticos in vitro pode ser facilitado para jabuticabeira.

Analises morfoanatbmicas e ultraestruturais constituem ferramentas
importantes para otimizagao do desenvolvimento de protocolos de ES, podendo
auxiliar na identificacdo de rotas morfogenéticas, caracterizagcdo de eventos
morfologicos e identificagdo da origem dos 6rgaos formados (ROCHA et al., 2016).
Estas analises sdo importantes e podem servir para caracterizagdo da morfologia
normal ou anormal dos embrides formados, bem como sua origem uni ou
multicelular. Permitem detectar anormalidades que acarretem a formacao de
embrides somaticos incapazes de converter em plantulas, tais como, fusdo de dois
ou mais embrides, falta de meristemas apicais e radiculares, multiplos cotilédones,
auséncia ou cotilédones pouco desenvolvidos (PESCADOR et al.,, 2008;
CANGAHUALA-INOCENTE et al., 2004).

Ha apenas um estudo publicado para a espécie em estudo, no qual o melhor
tratamento de indugao de embriogénese somatica a partir de explantes obtidos de
sementes maduras, foi em meio MS com 1000 mg L' de glutamina e 10 uM de 2,4-
D por 60 dias de exposicdo. Quando transferidos para meio de maturagdo a
suplementagéo com 60 g L-' de PEG 6000 foi benéfica para promover um avango
nos estadios de desenvolvimento (SILVEIRA et al., 2020). Para outras espécies de
jabuticabeira, como Plinia cauliflora (Mart.) Kausel o maior percentual de embrides
somaticos foi com o uso de 15 uyM de 2,4-D por 60 dias de exposi¢gao (OLIVEIRA
et al., 2022). Em ambos os estudos, houveram anormalidades morfologicas

(cotilédones fundidos ou formacao de multiplos cotilédones) e anatémicas (zonas
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de cicatrizagdo com acumulo de compostos fendlicos e morte celular), e ndo houve
conversdo em plantas completas.

O presente estudo teve por objetivo estabelecer um protocolo de indugao da
embriogénese somatica a partir de explantes obtidos de sementes maduras de
Plinia peruviana, utilizando-se diferentes concentracdes e tempos de exposig¢ao ao
2,4-D, bem como realizar a caracterizagcdo morfoanatdbmica e ultraestrutural de

calos e/ou embrides somaticos formados.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Selegao e desinfestacao do material vegetal

Para obtencdo das sementes, frutos maduros foram coletados diretamente
de uma planta adulta de jabuticabeira, sendo a coloragao do epicarpo roxo escuro
e 0 bom estado fitossanitario os critérios de selegao (Figura 1 — A). A polpa dos
frutos foi eliminada manualmente a partir da lavagem em agua corrente, sendo
possivel obter de uma a trés sementes de diferentes tamanhos (Figura 1 — B).
Realizou-se a desinfestacdo de aproximadamente 200 sementes em camara de
fluxo laminar, com etanol 70% agitando por dois minutos, e enxague triplo em agua
ultrapura e autoclavada. Apds esse processo as sementes foram seccionadas
longitudinalmente com auxilio de bisturi e os cotilédones separados, mantendo-se
0 eixo embrionario que se encontra firmemente aderido. Desta forma, os explantes
utilizados para indugédo da embriogénese somatica foram definidos como sementes
maduras divididas ao meio, contendo um cotilédone e um embrido resultante da

fecundacgao (Figura 1 — C).
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Figura 1. Aspectos do fruto e semente de Plinia peruviana (Poir.) Govaerts. A: Fruto maduro com
epicarpo roxo escuro. B: Semente inteira apds o despolpamento. C: Semente dividida ao meio,
contendo um cotilédone e um embrido resultante da fecundagéao, utilizado como explante para
inducdo da embriogénese somatica. Barras = A: 1 cm; B e C: 3 mm (Fonte: De autoria prépria).

2.2 Indugao da embriogénese somatica

O meio de cultivo utilizado foi o MS1/2 (metade da concentragdo de
macronutrientes, micronutrientes e vitaminas) (MURASCHIGE; SKOOG, 1962),
suplementado com 30 g L' de sacarose, 5,5 g L' de agar Bio Basic, 1 g L' do
antioxidante polivinilpirrolidona (PVP) e 1 g L' de glutamina. Foram testadas
diferentes concentracbes de 2,4-D: 10; 20 e 30 uM em tempos distintos de
exposicao: 1, 3, 5 e 7 dias, além do tratamento controle caracterizado pela auséncia
do 2,4-D em meio de cultura (Tabela 1). Apds esses periodos de exposi¢cdo os
explantes foram transferidos para um meio idéntico, somente sem a adigao de 2,4-
D.

O pH foi ajustado para 5,8 +0,1 antes do meio ser semi-solidificado, e apds
autoclavado a 120°C e 1 atm de pressao por 18 minutos. Em condi¢cbes assépticas,
os explantes foram desinfestados e inoculados em tubos de ensaio contendo 10
mL de meio de cultura (150 mm x 25 mm) com explantes oriundos da mesma
semente por tubo de ensaio. Apds transferidos para condicdes controladas de
ambiente em BOD com temperatura de 25 +1°C e mantidos no escuro.

Apods 30 dias de inoculagao os explantes foram transferidos para um meio
de cultivo idéntico, e apods 60 dias de inoculacdo em meio de indugao, avaliou-se
os percentuais de formacao de calos e de embrides somaticos, eixos embrionarios

germinados, explantes contendo raizes, oxidagao e contaminagao.
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Tabela 1. Tratamentos utilizados para inducédo da embriogénese somatica a partir de explantes
obtidos de sementes maduras de Plinia peruviana (Poir.) Govaerts.

Tratamentos Concentragdes hormonais e tempos de exposicao

—

Controle (sem reguladores de crescimento)
10 uM de 2,4-D/ 1 dia
10 uM de 2,4-D/ 3 dias
10 uM de 2,4-D/ 5 dias
10 uM de 2,4-D/ 7 dias
20 uyM de 2,4-D/ 1 dia
20 pM de 2,4-D/ 3 dias
20 pM de 2,4-D/ 5 dias
20 pyM de 2,4-D/ 7 dias
30 uM de 2,4-D/ 1 dia
30 uM de 2,4-D/ 3 dias
30 uM de 2,4-D/ 5 dias
30 uM de 2,4-D/ 7 dias

© 0O N O O B~ ODN

e U U
w N = O

2.3 Maturagao dos embrides somaticos

Embrides somaticos em estagios iniciais de desenvolvimento foram
utilizadas para os experimentos de maturagdo. O meio de cultivo foi o MS1/2
(MURASCHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com 30 g L-! de sacarose, 5,59 L-
' de agar Bio Basic e 60 g L' de polietilenoglicol 6000 (PEG 6000). Utilizou-se
placas de Petri (90 x 15 mm) contendo 25 mL de meio de cultura, que foram
mantidos em condi¢des controladas de ambiente em BOD com temperatura de 25
1+1°C e fotoperiodo de 16 horas, com intensidade luminosa de aproximadamente
40 pmol m=2 s a partir de lampadas fluorescentes brancas. Apos 30 dias em meio

de maturagao, os embrides somaticos foram transferidos para meio de converséo.

2.4 Conversao dos embrides somaticos em plantas completas
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Ap0s o estagio de maturagédo os embrides somaticos foram transferidos para
meio de cultivo com MS1/2 (MURASCHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com
30 g L' de sacarose, 5,5 g L' de agar Bio Basic, 0,5 uM de 6-benzilaminopurina
(BAP) e 2,90 uM de acido giberélico (GA3) (esterilizado a frio e adicionado ao meio
de cultivo apds a autoclavagem). Foram mantidos em condigdes controladas de
ambiente em BOD idénticas ao estagio de maturagao. Apos 30 dias em BOD, foi

observada a taxa de conversao dos embrides somaticos.

Delineamento experimental e analise estatistica

O experimento foi instalado em delineamento em esquema fatorial (3x4),
onde os tratamentos analisados foram as diferentes concentragdes (trés) e tempos
de exposig¢ao (quatro) ao 2,4-D, além do grupo controle (T1) caracterizado pela
auséncia do 2,4-D no meio de cultivo, constituindo 13 tratamentos. Cada tratamento
com cinco repeticbes, sendo cada repeticdo composta por seis explantes,
totalizando 390 explantes no experimento. Foi realizada a analise de varidncia
(ANOVA) e a comparagao de médias pelo Teste de Tukey (p<0,05), utilizando-se
programa estatistico Genes (CRUZ, 2013).

2.5 Analises anatomicas e ultraestruturais

Amostras de embrides somaticos e/ou calos a partir explantes obtidos de

sementes maduras foram utilizados para analise anatémica e ultraestrutural.

Microscopia optica de luz (MO)

As amostras obtidas 90 dias apds a inoculagdo em meio de inducédo foram
fixadas em formaldeido 4%, em tampéao fosfato 0,1 M (pH 7,2), a temperatura
ambiente sob vacuo por 24h. Posteriormente foi realizada a lavagem no mesmo
tampao por duas vezes, e apds a desidratagdo em série etilica (40, 50, 60, 70, 80,
90 e 100%) permanecendo por uma hora em cada concentragédo. Apds as amostras
foram pré-infiltradas em historresina: etanol 100% (1:1 v/v) durante 48 horas e, em

seguida realizou-se a infiltragdo com resina de hidroxietil metacrilato (Leica
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Historesina), seguindo as recomendagdes do fabricante. Cortes de 6 ym de
espessura foram obtidos com uso de micrétomo rotativo (RM 2255, Leica),
distendidos e aderidos as laminas microscopicas em placa aquecida a 40 °C, e
corados com azul de toluidina a 0,05% em tampao fosfato 0,1 M (pH 6,8) (O'BRIEN
et al., 1965). A analise e documentacdo fotografica foram realizadas em

microscopio Optico Zeiss equipado com software Guide ZEN 2 (blue edition).

Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Os embrides somaticos obtidas aos 80 dias apds a inoculagdo em meio de
inducdo, foram submetidos a analise ultraestrutural por Microscopia Eletrénica de
Varredura, no Laboratério Central de Microscopia Eletronica da Universidade
Federal de Santa Catarina. Para isso, foram fixadas em solugao de glutaraldeido
(2,5%) em tampéo fosfato 0,1 M (pH 7,2) a vacuo durante uma semana. Apds foi
realizada a lavagem no mesmo tampao e desidratacdo em série etilica (30%, 50%,
70%, 90% e 100%), durante 30 minutos em cada concentragao, exceto o alcool
etilico 100%, onde foram realizadas duas adi¢gdes, de 30 minutos cada (adaptado
de SCHMIDT et al. 2012). Apds a desidratacéo, foram secas em ponto critico de
CO2 modelo CPD 030 LEICA (Viena, Austria) de acordo com Horridge e Tamm
(1969). As amostras secas foram aderidas sobre suportes de aluminio (stubs) com
auxilio de fita de carbono dupla face, e posteriormente foi realizado o recobrimento
com 20 nm de ouro em metalizadora modelo EM SCD 500, LEICA (Viena, Austria)
(SCHMIDT et al., 2012). A analise e documentacao fotografica foi realizada em

Microscopio Eletrénico de Varredura Jeol® (Téquio, Japao) modelo JSM-6390LV.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Indugao da embriogénese somatica

Aos 10 dias em meio de inducdo, quase que imperceptiveis alteracdes
morfologicas foram observadas nos explantes inoculados em meio suplementado

com 2,4-D, limitando-se a um leve intumescimento. Aos 21 dias foi possivel

observar o inicio do desenvolvimento direto de embrides somaticos em estadio
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globular, onde formaram-se na regido do eixo embrionario dos explantes. A ES
direta € geralmente a rota preferivel, e apresenta algumas vantagens adicionais,
como a redugcdo do tempo necessario a propagacao vegetal (EL BAR; EL
DAWAYATI, 2014), bem como o decréscimo da ocorréncia de variagdo somaclonal,
indesejada na maioria dos métodos de propagacéao clonal (IBRAHIM et al., 2013;
JAYANTHI et al., 2011).

No inicio do desenvolvimento os embrides somaticos apresentaram
coloragdo esbranquicada (Figura 2 - A, B, C e D), e seu processo ocorreu
nitidamente de forma assincrbnica, ou seja, a partir de um unico explante foi
possivel observar o desenvolvimento de embrides em diferentes estadios de
desenvolvimento. Outros autores também reportaram essa forma de
desenvolvimento para familia Myrtaceae em Acca sellowiana (Berg.) Burret
(CANGAHUALA-INOCENTE et al., 2007; CRUZ et al., 1990), Myrciaria aureana
Mattos (MOTOIKE et al., 2007), Myrtus communis L. (CANHOTO et al., 1999) e
Psidium guajava L. (AKHTAR, 2013, 2010).



101

Figura 2. Embriogénese somatica a partir de explantes obtidos de sementes maduras de
jabuticabeira (Plinia peruviana (Poir.) Govaerts), em meio de cultivo suplementado com 20 uM de
2,4-D aos 30 (A, B, C, D e H), 60 (G) e 90 dias (E e F) apos inoculagéo. A, B, C, D, E e F: Embrides
somaticos em diferentes estadios de desenvolvimento. E e F: Coloracdo esverdeada e arroxeada
obtida pelos embrides somaticos apds transferéncia para condicbes de luminosidade. G:
Embriogénese somatica secundaria. H: Anormalidade morfolégica apresentando a fusdo de
embrides somaticos na porgédo basal. Abreviagdes: (Ex) explante; (Ra) raiz; (Ts) tegumento da
semente; (Ess) embrido somatico secundario; (seta) anormalidade morfoldgica; (asterisco)
antocianinas. Barras = 1 mm.
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A embriogénese somatica em jabuticabeira € dependente da adicdo de
hormdnios exdgenos no meio de cultivo, ou seja, explantes de jabuticabeira
introduzidos em meio de cultura sem a adicdo de 2,4-D ndo desenvolveram
embrides somaticos (Tabela 2). A necessidade de auxinas para a indugao da
embriogénese somatica a partir de embrides zigéticos também foi observada para
Psidium guajava L. (AKHTAR, 2013), Acca sellowiana (Berg.) Burret (GUERRA et
al., 2013; FRAGA et al., 2012), Myrtus communis L. (CANHOTO et al., 1999) e P.
peruviana (SILVEIRA et al., 2020).

Tabela 2. Percentuais de embrides somaticos e calos a partir de explantes obtidos de sementes
maduras de Plinia peruviana (Poir.) Govaerts, apés serem submetidas a diferentes concentracoes
hormonais e tempos de exposi¢cao ao 2,4-D aos 60 dias apds inoculagao.

EXPOSICAO EMBRIOES SOMATICOS (%)
AO 2,4-D Controle 10 yM 2,4-D 20 uM 2,4-D 30 uM 2,4-D Média
1 dia 0 0 6,66 b 3,33 2,50 ns
3 dias 0 0 3,33b 6,66 2,50 ns
5 dias 0B 0B 26,66 Aa 6,66 B 8,33
7 dias 0 6,66 6,66 b 3,33 4,16 ns
Média 0 ns 1,67 ns 10,83 5ns 4,37
EXPOSICAO CALOS (%)
AO 2,4-D Controle 10 uM 2,4-D 20 uM 2,4-D 30 uM 2,4-D Média
1 dia 0B 0B 20 A 33,33 A 13,33
3 dias 0B 0B 23,33 A 36,66 A 15
5 dias 0C 10 BC 20 AB 33,33 A 15,83
7 dias 0cC 13,33 BC 26,66 AB 40 A 20
Média Ons 5,83 ns 22,50 ns 35,83 ns 16,04

Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas na vertical, € maiusculas na horizontal ndo diferem
estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. ns: Nao significativo.

Para P. peruviana, a permanéncia dos explantes por no minimo 7 dias em
10 uM de 2,4-D foi necessaria para desencadear as respostas embriogénicas. Ao
ser utilizado concentracdes maiores de 20 e 30 uM houve a formacao de embrides
somaticos independente do tempo de exposigdo, variando de 3,33 a 26,66%
(Tabela 2). Para Acca sellowiana (Berg.) Burret e Psidium guajava L. o tempo
minimo de exposigao para indugéo da ES € de 5 e 8 dias, respectivamente (RAI et
al., 2007; GUERRA et al., 2001).
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Ao comparar o percentual de embrides dentro da mesma dose hormonal,
nao houve diferenca significativa quando utilizou-se 10 e 30 yM de 2,4-D, com
média de 1,67 e 5%, respectivamente. Ao ser utilizado 20 uM houve interagao entre
os fatores testados, no qual o maior percentual obtido de embrides foi de 26,66%
durante 5 dias de exposigao (T8). Silveira e colaboradores (2020) ao utilizarem para
Plinia peruviana (Poir.) Govaerts a mesma concentracao durante 60 dias obtiveram
um percentual relativamente maior de 57,5%, no entanto a maioria dos embrides
apresentou anormalidades morfoldgicas.

Ao comparar o percentual de embrides somaticos dentro do mesmo periodo
de exposicdo, ndo houve diferenga significativa quando os explantes
permaneceram por 1, 3 e 7 dias em meio de cultivo com 2,4-D, com média de 2,50,
2,50 e 4,16%, respectivamente. Ao permanecerem por 5 dias houve interacao entre
os fatores testados, no qual o maior percentual obtido de embrides somaticos foi
de 26,66% ao ser utilizado 20 yM de 2,4-D (T8).

Observou-se, que ao ser utilizado 20 e 30 uM de 2,4-D independente do
periodo de exposigao, houve ocorréncia de embriogénese somatica secundaria,
caracterizada pela produgao de embrides somaticos a partir de embrides somaticos
primarios. Os novos embrides formados eram translucidos (Figura 2 - G) e
formaram-se, principalmente, a partir de embrides em estadios iniciais de
desenvolvimento (globular e cordiforme), sendo também formados em meio de
maturagcado (ausente de 2,4-D). A ES secundaria ja foi descrita em algumas
espécies da familia Myrtaceae, como Acca sellowiana (Berg) Burret e Psidium
guajava L. (BAJPAI et al., 2016; FRAGA et al., 2012). Esse tipo de embriogénese,
comparativamente a embriogénese primaria, apresenta as vantagens de melhorar
as taxas de multiplicacao, repetibilidade, independéncia da fonte de explante e
manutencédo da capacidade embriogénica por intervalos relativamente longos de
tempo por meio de ciclos repetitivos de ES secundaria (ROCHA et al., 2016).

Alguns embrides somaticos apresentaram anormalidades morfoldgicas com
embrides fusionados (Figura 2 — H), além da auséncia e formagéo de apenas um
ou multiplos cotilédones, principalmente em meio de indugdo com 2,4-D por5e 7
dias. O uso do 2,4-D pode ocasionar formagao anormal dos embrides somaticos
quando utilizado em altas concentragdes e/ou periodos de exposicao,

interrompendo processos genéticos e fisiolégicos normais em células tratadas com
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esse regulador de crescimento (PESCADOR et al., 2008; GAJ, 2004). Desta forma,
ensaios utilizando outros tratamantos de estresse para indugcdo da embriogénese
somatica tornam-se necessarios (GARCIA et al., 2019).

Aos 30 dias de cultivo, independente da concentragao de 2,4-D e periodo de
exposicao, iniciou-se a formacao de uma massa calogénica e o seu crescimento
aconteceu na superficie de todo o explante. A calogénese foi dependente da adicao
de horménios exdégenos em meio de cultivo, em concentrag¢des iguais ou superiores
a 10 uM de 2,4-D durante 5 dias de exposigao (T4) (Tabela 2). Ndo houve diferenca
significativa ao comparar o percentual de calos dentro da mesma concentragao
hormonal, no qual a média de calogénese quando utilizou-se 10, 20 e 30 yM foi de
5,83, 22,50 e 35,83%, respectivamente.

Em contrapartida, ao comparar o percentual de calos dentro do mesmo
periodo de exposi¢cao houve interagao entre os fatores testados. Concentragdes de
20 e 30 uM de 2,4-D promoveram os maiores percentuais de calos que variaram
de 20 a 40%, independente do periodo de exposicéo. Silveira et al. (2020) também
obtiveram um aumento no percentual de calogénese em sementes de Plinia
peruviana (Poir.) Govaerts com o aumento da concentragéo de 2,4-D em meio de
cultivo. As concentracbes utilizadas variaram de 2,5 a 50 uM, e os maiores
percentuais obtidos foram com 10, 25 e 50 uyM.

Em relagcdo a morfologia externa dos calos, a coloragdo variou desde o
amarelo claro até o marrom claro e/ou escuro, em sua maioria com aparéncia
compacta (Figura 3 — A, B e C). Os calos oriundos a partir do uso de 10 yM de 2,4-
D, normalmente originaram massas calogénicas menores, em contrapartida, os
obtidos a partir de 20 uM e 30 uM originaram massas calogénicas maiores. Apos a
transferéncia dos calos para luz aos 90 d.a.i., alguns adquiriram gradativamente
coloracao esverdeada.

Os calos apresentaram caracteristicas ndo embriogénicas, com células
parenquimaticas grandes, desorganizadas e vacuolizadas (Figura 3 - D). Calos
embriogénicos e ndo embriogénicos diferem ndo apenas em sua morfologia externa
e comportamento durante a cultura in vitro, mas também em caracteristicas
celulares e fisiolégicas. Células grandes, com vacuolo proeminente e baixa razao
nucleo/citoplasma sao caracteristicas de calos ndo embriogénicos (SILVEIRA et al.,
2013).
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Figura 3. Aspectos morfoldgicos e histoldgicos de calos a partir de explantes obtidos de sementes
maduras de jabuticabeira (Plinia peruviana (Poir.) Govaerts), em meio de cultivo suplementado com
30 uM de 2,4-D aos 40 (B) e 60 dias (A e C) ap6s inoculagcdo. A, B e C: Calos com morfologia e
coloragao diversa. D: Secgédo anatdbmica de calo representado pela letra C, evidenciando células
com caracteristicas ndo embriogénicas. Abreviagdes: (Ex) explante; (Ra) raiz. Barras = A, Be C: 5
mm; D: 50 ym.

3.2 Maturagao dos embriées somaticos

O meio de maturacido utilizado foi benéfico para promover o
desenvolvimento dos embrides somaticos de jabuticabeira. Observou-se uma
reducdo na quantidade de embrides que permaneceram em estadio globular e um
avanco na formacao de embrides nos demais estadios de desenvolvimento, além
do seu aumento de tamanho. O desenvolvimento dos embrides a estadios mais
avangados pode ser atribuido ao uso do PEG 6000, considerado um agente
osmotico que simula o estresse hidrico que ocorre naturalmente nas sementes nos
estadios tardios da maturagao (RUDIYANTO et al., 2014; STASOLLA et al., 2003).
A condicao de estresse hidrico estimula o desenvolvimento dos embrides
somaticos mediante o aumento na concentracdo de solutos dentro da célula,

levando ao acumulo de produtos de reserva no embridao, como lipidios e proteinas
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(NIC-CAN et al., 2016). O PEG 6000 promoveu a maturagcao de embrides somaticos
de outras espécias da familia Myrtaceae, a exemplo, Myrciaria aureana Mattos
(MOTOIKE et al., 2007) e Psidium guajava L. (BAJPAI et al., 2016).

Os embrides somaticos ao serem transferidos para meio de maturagdo com
PEG 6000 em condigcbes de luminosidade, ap6s aproximadamente 5 e 20 dias,
passaram a adquirir de forma gradativa coloracdo esverdeada e arroxeada,
respectivamente (Figura 2 — E e F). A sintese de clorofila e antocianinas nas plantas
pode ser induzida em resposta a estresses distintos, dentre eles, o estresse
osmotico, que atua inibindo a divisao celular e estimulando a sintese de diferentes
metabdlitos secundarios (KOVINICH et al., 2014). Adicional a isso, a jabuticabeira
€ reconhecida pela producdo de antocianinas, visto que estes pigmentos sdo os
principais constituintes da casca dos frutos (WU et al., 2013) e com importante
propriedade antioxidante (ALBUQUERQUE et al., 2020).

3.3 Conversao dos embrides somaticos em plantas completas

O estadio de conversao é considerado critico para a obtengao de plantas
completas a partir da embriogénese somatica para varias espécies (BAJPAI et al.,
2016). Para jabuticabeira ndo houve desenvolvimento dos embrides somaticos
mesmo apos 120 dias de cultura, e ainda nao ha um protocolo de conversao
estabelecido. A identificacdo das condigcdes de cultura ideais para a embriogénese
somatica pode ser extremamente complexa devido ao grande numero de fatores
que contribuem para a inducdo, desenvolvimento e conversdo dos embrides
somaticos (GUTIERREZ-MORA et al., 2012). Importante enfatizar o uso do 2,4-D,
um potente e usual regulador de crescimento, que permanece no tecido por longos
periodos e pode ter acarretado o desenvolvimento anormal e ndo conversao de
embrides somaticos de jabuticabeira.

Na familia Myrtaceae, a espécie Acca sellowiana (Berg.) Burret é
considerada referéncia em estudos de embriogénese somatica, no qual as taxas
de converséao variam de 10% a 35%, sendo o maior percentual alcangado ao ser
utilizado um tratamento com pulso de 2,4-D por 1 hora. Os periodos maiores de
exposicao resultam em muitos embribes com morfologia anormal e,

consequentemente, baixa taxa de conversdo (PAVEI et al., 2018; FRAGA et al.,
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2012; PESCADOR et al., 2008; CANGAHUALA-INOCENTE et al., 2007). Dessa
forma, uma possibilidade para indugdo da embriogénese somatica para espécie em

estudo seria a realizagdo de um tratamento com pulso de 2,4-D.

3.4 Eixos embrionarios germinados, explantes contendo raizes, oxidagao e

contaminagao

Em todos os tratamentos houve eixos embrionarios que ndo seguiram a rota
da embriogénese somatica, mas germinaram. Nao houve diferenga significativa ao
comparar o percentual de eixos embrionarios germinados dentro da mesma dose
hormonal, no qual a média de germinagdo quando se utilizou 0, 10, 20 e 30 yM foi
de 53,33, 32,50, 20 e 3,33%, respectivamente (Tabela 3). Ao comparar o percentual
de EEG dentro do mesmo periodo de exposi¢gao houve interagéo entre os fatores
testados, de maneira geral, o grupo controle (auséncia de 2,4-D) e a menor
concentragéo de 2,4-D (10 uM) promoveram os maiores percentuais de germinagao
que variaram de 30 a 53,33%, independente do periodo de exposi¢do. Conforme a
concentragdo de 2,4-D foi aumentando, foi observada menor porcentagem de
germinagao dos eixos embrionarios. Em culturas de Psidium guajava L. também foi
relatada maior germinagéo na auséncia ou na presenga de baixas concentragdes
de 2,4-D (AKHTAR, 2010).

Para as variaveis percentual de raizes, oxidagao e contaminag¢ao nao houve
diferenca estatistica entre os tratamentos testados (Tabela 3). A formagéao de raizes
a partir dos explantes ocorreu em todos os tratamentos, independente da
concentracdo hormonal e do periodo de exposi¢cao ao 2,4-D. A média geral para
essa variavel foi de 69,17%, e em alguns casos, o surgimento de raizes a partir das
sementes acorreu em explantes que desenvolveram embrides somaticos e/ ou
calos. Em alguns casos, houve o desenvolvimento de embrides somaticos a partir
das raizes que emergiram diretamente nos explantes primarios (metade da
semente) (Figura 2 — B). Possivelmente, concentragbes maiores ou tempos de
exposicao mais prolongados ao 2,4-D poderiam reduzir o desenvolvimento de
raizes e aumentar o percentual de embrides somaticos e/ ou calos, conforme
relatado para P. peruviana (SILVEIRA, 2018), no entanto, estariam mais suscetiveis

a anormalidades morfologicas.
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Tabela 3. Percentuais de eixos embrionarios germinados, explantes contendo raizes, oxidagéo e
contaminagdo a partir explantes obtidos de sementes maduras de Plinia peruviana (Poir.) Govaerts,
apos serem submetidas a diferentes concentragdes hormonais e tempos de exposi¢céo ao 2,4- D aos

60 dias apds inoculacgéo.

EXPOSICAO EIXOS EMBRIONARIOS GERMINADOS (%)
AO 2,4-D Controle 10 uM 2,4-D 20 uM 2,4-D 30 uM 2,4-D Média
1 dia 53,33 A 30 AB 20B 3,33B 26,67
3 dias 53,33 A 33,33 A 23,33 AB 0B 27,50
5 dias 53,33 A 36,66 AB 16,66 B 6,66 B 28,33
7 dias 53,33 A 30 AB 20B 3,33B 26,67
Média 53,33 ns 32,50 ns 20 ns 3,33 ns 27,29
EXPOSICAO EXPLANTES CONTENDO RAIZES (%)
AO 2,4-D Controle 10 yM 2,4-D 20 uM 2,4-D 30 uM 2,4-D Média
1 dia 70 73,33 56,66 66,66 66,66 ns
3 dias 70 66,66 73,33 66,66 69,16 ns
5 dias 70 70 66,66 70 69,17 ns
7 dias 70 70 73,33 73,33 71,67 ns
Média 70 ns 70 ns 67,50 ns 69,16 ns 69,17
EXPOSICAO OXIDACAO (%)
AO 2,4-D Controle 10 yM 2,4-D 20 uM 2,4-D 30 uM 2,4-D Média
1 dia 13,33 16,66 13,33 13,33 15 ns
3 dias 13,33 10 10 10 10,83 ns
5 dias 13,33 13,33 16,66 16,66 15 ns
7 dias 13,33 16,66 13,33 20 15,83 ns
Média 13,33 ns 14,16 ns 13,33 ns 15 ns 14,06
EXPOSICAO CONTAMINAGAO (%)
AO 2,4-D Controle 10 uyM 2,4-D 20 uM 2,4-D 30 uM 2,4-D Média
1 dia 10 6,66 10 0 6,67 ns
3 dias 10 3,33 6,66 6,66 6,66 ns
5 dias 10 6,66 10 6,66 8,33 ns
7 dias 10 3,33 0 3,33 4,17 ns
Média 10 ns 5ns 6,67 ns 4,16 ns 6,46

Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas na vertical e mailusculas na horizontal nao diferem
significativamente entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. ns: Nao significativo.

Alguns espécies sao mais suscetiveis a oxidagao que outros. As plantas da
familia Myrtaceae, como a maioria das plantas lenhosas, sdo ricas em compostos

fendlicos, e essas substancias tornam-se um problema recorrente e responsavel
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por reduzir os percentuais de estabelecimento, crescimento e desenvolvimento das
culturas in vitro (GOLLE; REINIGER, 2013; FACHINELLO et al., 2005). A oxidacéo,
de maneira geral, ndo foi um fator limitante para o desenvolvimento dos cultivos de
jabuticabeira, ou seja, houve o crescimento de embrides somaticos e/ ou calos
mesmo em alguns explantes oxidados. O agente antioxidante polivinilpirrolidona a
1 g L' foi relativamente eficaz, com média geral de oxidagdo de 14,06%. Em
relacdo a contaminagdo, a média geral foi de 6,46%, resultado semelhante ao
encontrado para jabuticabeira por Picolotto et al. (2007) de 2,5% a 5%, e por Silveira
(2018) que variou de 3,8% (auséncia de sacarose no meio de cultivo) a 18,3%

(presenca de sacarose).

3.5 Analises anatomicas e ultraestruturais

Microscopia 6ptica de luz (MO)

Em termos histologicos, os embrides somaticos e zigdticos sdo similares,
apresentando os tecidos primarios constituidos pela protoderme, meristema
fundamental e procambio (ROCHA et al., 2016). A partir dos cortes histolégicos
realizados em embrides somaticos de P. peruviana, foi possivel observar os
embrides em diferentes estadios de desenvolvimento (Figura 4). Os embrides
somaticos possuiam anatomicamente protoderme diferenciada com células
unisseriadas, justapostas e com paredes celulares delgadas (Figura 4 — B, F e H).
A presencga de protoderme € um indicador da formagéo do embrido somatico, pois
esse tecido é considerado o primeiro que pode ser indentificado histologicamente
no processo de embriogénese, além de ser um pré-requisito para o
desenvolvimento dos estadios embriogénicos posteriores (SHARMA; JALIL et al.,
2008; MILLAM, 2004; QUIROZ-FIGUEROA et al., 2002).
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Figura 4. Aspectos anatdmicos de embrides somaticos em diferentes estadios de desenvolvimento
a partir de explantes obtidos de sementes maduras de jabuticabeira (Plinia peruviana (Poir.)
Govaerts), em meio de cultivo suplementado com 30 uyM de 2,4-D. A: Seccéo anatémica de embrido
somatico em estadio globular. B: Detalhe da seccdo demarcada na letra A, que evidencia a
protoderme e meristema fundamental. C e E: Secg¢ao anatdbmica de embrido somatico em transicao
do estadio globular para cordiforme. D: Detalhe da sec¢cao demarcada na letra C, que evidencia as
células procambiais. F: Detalhe da secgao demarcada na letra E, que evidencia a protoderme e
meristema fundamental. G: Secgdo anatdmica de embrido somatico em estadio cordiforme. H:
Detalhe da sec¢do demarcada na letra G, que evidencia a protoderme e meristema fundamental. I:
Seccdo anatdbmica de embrido somatico com desenvolvimento anormal. J: Detalhe da seccéao
demarcada na letra I, que evidencia a protoderme, procambio e meristema fundamental.
Abreviagdes: (Pt) protoderme; (Mf) meristema fundamental; (Pc) procambio; (asterisco) embrido
somatico sobreposto. Barras = Ae C: 100 ym; B, D, F e J: 50 ym; E, G e I: 200 ym; H: 20 ym.

As células do meristema fundamental tendem a ser isodiamétricas,
sobretudo, foram maiores nas regides central e distal do cotilédone em formacéao,
que nas regides periférica e proximal (Figura 4 - G). Foi possivel observar o
desenvolvimento do procambio com células estreitas, longitudalmente alongadas e
agrupadas em corddes (Figura 4 — C, D, | e J). As células procambiais recrutam a
formacgado dos feixes vasculares (xilema e floema) dos diferentes érgéos e sao
necessarias para garantir o crescimento da planta (CAMPBELL; TURNER, 2017;
HE; QU, 2016; FUKUDA, 2004). A presenga de protoderme e procambio sugere
independéncia do explante e sistema vascular fechado.

Além disso, observou-se em algumas amostras anormalidades
correlacionadas a histodiferenciacdo dos embrides somaticos, com auséncia ou
pouco desenvolvimento de células procambiais, cotilédones anormais e nao
formagao do meristema apical caulinar (Figura 4 — G e |). Para diminuir os impactos
negativos do 2,4-D, a determinacdo de um tempo de permanéncia minimo para a
indugao da ES é de grande relevancia, uma vez que o 2,4-D n&o sofre degradacgao
dentro das células, diferentemente de auxinas naturais como o AIA (NIC-CAN;
LOYOLA-VARGAS, 2016). A manutencao das culturas por longos periodos na
presenca de 2,4-D pode resultar em efeitos indesejados no desenvolvimento dos
embrides, apresentando anormalidades morfologicas e auséncia da conversao
(PESCADOR et al., 2008). Para familia Myrtaceae, existem estudos que
correlacionam o uso do 2,4-D com o surgimento de anormalidades morfolégicas,
principalmente para Acca sellowiana (Berg.) Burret (PESCADOR et al., 2008;
CANGAHUALA-INOCENTE et al., 2004; DAL VESCO; GUERRA et al., 2001).
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Microscopia eletréonica de varredura (MEV)

Através dos estudos de MEV constatou-se o desenvolvimento de embrides
somaticos de P. peruviana em diferentes estadios (Figura 5). A embriogénese
somatica ocorreu diretamente sobre os tecidos do explante e este foi o primeiro
estudo a descrever uma analise ultraestrutural de embrides somaticos para essa
espécie. O estadio globular € a primeira etapa de diferenciacdo dos embrides
somaticos e representado pela formagao de estruturas globulares com simetria
radial (Figura 5 — A). Durante a fase de indugdo ou mesmo apos a fase de
maturagao, foi possivel a visualizagdo de embrides globulares juntamente com
embrides em estadios tardios, reafirmando que a embriogénese somatica em
jabuticabeira ndo ocorre de forma sincronizada, assim como em outras espécies
dentro da familia Myrtaceae (AKHTAR, 2010, 2013; CANGAHUALA-INOCENTE et
al., 2007; MOTOIKE et al., 2007; CANHOTO et al., 1999; CRUZ et al., 1990).

Foram identificadas os estadios globular, cordiforme e torpedo (Figura 5 — A,
B e C). Na fase torpedo a simetria bilateral dos embrides somaticos ficou evidente,
com acentuada diferenciagado dos cotilédones e alongamento do embrido, alguns
com presenga do suspensor (Figura 5 — C e D). Além disso, observou-se o
desenvolvimento de embrides com morfologia anormal resultante da formagao de
trés cotilédones (Figura 5 — E e F). Segundo Cangahuala-Inocente et al. (2007) e
Benelli et al. (2010), anormalidades na formacao de embrides somaticos, podem
estar associadas ao efeito residual do 2,4-D. Muitas culturas sao dependentes do
uso desse regulador de crescimento para garantir o desenvolvimento de embrides
somaticos, no entanto, é necessario explorar alternativas que fujam dos protocolos
convencionais de ES até agora utilizados, afim de minimizar ou eliminar os
impactos negativos causados (PESCADOR et al., 2008).

Nos embrides somaticos em estadios avancados de desenvolvimento ficou
evidente a presencga de estdmatos sobre a superficie da protoderme (Figura 5 - G),
sendo possivel visualizar as células-guarda, células-subsidiarias e o ostiolo (Figura
5 — H). Outros estudos relatam a presenga de estbmatos em embrides somaticos
de Scaevola taccada (Gaertn.) roxb. (SHEKHAWAT et al.,, 2021) e embrides
zigoticos de Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex. Mart. (RIBEIRO et al., 2012), a

qual foi associada a grande demanda de oxigénio pelos tecidos.
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Figura 5. Aspectos ultraestruturais de embrides somaticos em diferentes estadios de
desenvolvimento a partir de explantes obtidos de sementes maduras de jabuticabeira (Plinia
peruviana (Poir.) Govaerts), em meio de cultivo suplementado com 20 yM de 2,4-D durante 5 dias
de exposigdo. A: Embrido somatico em estadio globular. B: Embrido somatico em estagio
cordiforme. C: Embrido somatico em estadio torpedo. D: Detalhe do embrido somatico apresentado
na letra C evidenciando os cotilédones. E: Embrido somatico morfologicamente anormal. F: Detalhe
do embrido somatico apresentado na letra E evidenciando multiplos cotilédones. G e H: Detalhe da
protoderme e estdbmatos em embrides somaticos. Abreviagdes: (Pt) protoderme; (Co) cotilédone;
(Os) ostiolo; (Cg) célula guarda; (Cs) célula subsidiaria; (Su) suspensor.
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4 CONCLUSAO

A formacado de embrides somaticos em P. peruviana ocorre de maneira
direta, assincrona e com embriogénese somatica repetitiva. Indica-se a
concentracdo 20 pyM de 2,4-D por 5 dias de exposi¢ao (T8) para inducdo da
embriogénese somatica com percentual de formacéao de 26,66%.

Através das analises morfoanatdmicas e ultraestruturais os embrides
somaticos foram caracterizados em diferentes estadios de desenvolvimento, e foi
possivel identificar anormalidades (embrides fusionados, auséncia ou formacéao de
apenas um ou multiplos cotilédones, auséncia ou pouco desenvolvimento de
células procambiais, cotilédones anormais e ndo formagéao de meristema apical).

Para calogénese indica-se o uso de 20 uM de 2,4-D por 1 dia de exposigao
(T6) com percentual de formacédo de 20%. Os calos obtidos em sua maioria
compactos e nao apresentam potencial embriogénico, com células
parenquimaticas grandes, desorganizadas e vacuolizadas.

Para as variaveis percentual de raizes, oxidagao e contaminag¢ao ndo houve
diferencga significativa entre os tratamentos testados, com média geral de 69,17,
14,06 e 6,46%, respectivamente. Os maiores percentuais de eixo embrionarios
germinados foram no grupo controle e com o uso de 10 uM de 2,4-D, variando de

30 a 53,33% independente do periodo de exposigao.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

O artigo de revisao bibliografica pode estimular o desenvolvimento de novos
estudos para o desemaranhamento genético da classificagdo taxonémica das
especies de Plinia, bem como o desenvolvimento de protocolos de propagacéao
para o estabelecimento de cultivos comerciais visando a valorizagao do fruto no
mercado.

Observou-se que para o estabelecimento in vitro de plantulas de
jabuticabeira ndo € necessario o uso de hipoclorito de sédio para desinfestagao das
sementes, sendo possivel a obtencao de uma satisfatoria assepsia e germinagao
a partir do uso desinfestantes mais brandos. Foi possivel obter a calogénese in vitro
a partir de segmentos nodais, discos foliares e sementes maduras divididas ao meio
de P. peruviana. Independentemente do explante utilizado os calos néao
apresentaram potencial embriogénico, e para os obtidos de segmentos nodais e
discos foliares foi possivel avaliar aspectos organogénicos desencadeados via
organogénese indireta.

Com base nos resultados de embriogénese somatica, a partir de explantes
obtidos de sementes maduras, € possivel obter embrides somaticos primarios e
secundarios. Para otimizagdo de protocolos para espécie sugere-se ensaios
avaliando outras concentragdes de 2,4-D, além da reducao do tempo de exposigcao
a essa auxina indutora, com o uso de um tratamento pulso minimo, de modo a
garantir além da qualidade dos embrides somaticos, a reducédo de custos e de
tempo. Outra possibilidade € através da avaliacdo de tratamentos de estresse com
outros agentes quimicos ou fisicos, a exemplo o uso de uma auxina mais fraca,
altas e baixas temperaturas, desidratacao, salinidade e ions de metais pesados.

A nao conversdo dos embrides somaticos com morfologia normal pode ter
sido decorrente da inadequagdo do sistema de cultivo (relacionado a fatores
nutricionais, hormonais e/ou ambientais) durante as etapas de maturagao e/ ou
conversdo. Dessa forma, recomenda-se a otimizagao desses protocolos para
viabilizar o uso comercial de mudas de jabuticabeira, além da melhor compreenséo
dos varios eventos (morfolégicos, ultraestruturais, anatdbmicos e moleculares)

subjacentes a rota embriogénica.
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As analises desenvolvidas no presente estudo podem contribuir para que
novos protocolos de propagacao in vitro sejam aprimorados em P. peruviana, uma
espécie lenhosa nativa e altamente promissora, que apresenta muitas dificuldades
relacionadas a sua propagacao.

Adicionalmente, estudos relacionados a ontogénese das sementes tornam-
se importantes para elucidar a origem dos embrides (poliembrionia) em
jabuticabeira. O encapsulamento e criopreservagdo dos embrides somaticos
podem constituir estratégias promissoras para contornar os problemas
relacionados a recalcitrancia e baixa disponibilidade das sementes durante o ano.
Os calos obtidos podem ser utilizados para produgcéo em larga escala de biomassa
vegetal na busca por aumentar a producédo de metabdlitos secundarios de interesse

desta espécie.
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